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Evoluci6n mecbico-enerqetica del miisculo cardiaco durante l a  isquemia y 
l a  reperfusion. 
Palabras l lave: ~ s c u l o  cardiaco - isquemia - reperfusion - 
rnicrocal orime tr ia  
Se estudio la produccion de calor (Bt) y evolucion mecanica en 
ventriculos de rata estimulados electricamente a 1.5 Hz, perfundidos 
segun la Tecnica de Langendorff y sometidos a 45 min de isquemia (Isq) y 
45 min de reperfusion (mp) . La influencia de la temperatura se evaluo a 
25, 30 y 35 "c. Los 4 componentes diferenciables del calor activo (HI, 
H2, H3 y H4) (Ponce-Hornos y col, Pflugers Arch-Eur J Physiol 429; 1995) 
se analizaron en contracciones aisladas en 10s 10 primeros min de Isch. 
Los m6sculos se montaron en un calorimetro (Ponce-Hornos y col, Am. J. of 
Physiol. 243; 1982) que permitio medir Ht y simultaneamente la presion 
desarrollada en condiciones isovolhicas (P) y la presion de reposo (PR). 
A partir de 10s estudios realizados fue posible descartar procesos que 
fueron postulados como responsables de la falla cardiaca isquemica e 
involucrar en medida apropiada a otros. Entre 10s primeros, fue posible 
descartar la caida del pH y 10s cambios en la energia libre del ATP como 
responsables en etapas muy tempranas. Tambien pudo disociarse la caida de 
la P respecto de la desaparicion de un componente mitocondrial Ca+' 
dependiente (H4). Entre 10s segundos, se identifico un evento energetic0 
durante la Isch de alto valor predictivo de la disfuncion mecanica y/o 
dafio durante la Rep. Tambien, 10s experimentos dan apoyo a 10s cambios en 
la PR como responsables de la abrupta caida en la P a1 inicio de la Isch. 
Ademas, fue posible vincular a la interaccion actomiosinica con la mayor 
fraccion de liberation de energia en el period0 inicial de la Rep. 
Tambien se asocio la baja recuperation mecanica durante la Rep con altos 
valores relativos de calor independiente de tension. 
Mechanic-energetic wolution of cardiac muscle during ischemia and 
reperfusion 
Key words: cardiac muscle - ischemia - reperfusion - 
microcalorimetry 
Total heat production and mechanical evolution were studied in electrically 
stimulated (1.5 Hz) rat's ventricles perfused by Langendorff technique and 
subjected to ischemia (1sch)and reperfusion(Rep) (45 min both). Temperature 
effect was evaluated at 25, 30 and 35 "c. Four identified active heat 
components from a single contraction (H1 to H4) (Ponce-Hornos et all Pflugers 
Arch-Eur J Physiol 429;1995)) were analyzed during the first 10 min of 
ischemia. ~estin~' (RP) and developed pressure (PI and total heat production 
(Ht) were simultaneously measured on isovolumetric hearts placed in a 
calorimeter (Ponce-Hornos et al, Am J of Physiol 243;1982). From these 
results a fall in pH, as well as changes in ATP free energy, were discarded 
as possible causes of cardiac failure after early ischemia. Also, the fall 
in developed tension was dissociated from the Ca-dependent mitochondria1 
component (H4) . An energetic event was identified during the ischemic phase 
which was highly related with the mechanical failure during reperfusion. And 
the other hand, these experiments suggest that changes in resting tension 
are responsible for the brisky fall in the developed pressure at the 
begining of the ischemia. Even more, the main fraction of released energy 
during the beggining of reperfusion was associated to acto-myosin 
interaction. Finally, the small mechanical recovery during reperfusion was 
related with high relative values of tension independent heat. 
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introduccion 
A. ENERGETICA CARDIACA 
1. Aspectos Generales 
El tejido muscular, posee componentes subcelulares que estan 
especificamente organizados para convertir grandes cantidades de 
energia quimica en trabajo y calor. Las fuentes inmediatas de 
energia quimica en el metabolismo muscular son la hidrolisis de 
ATP y Creatina fosfato. Por su parte, la oxidacion de sustratos 
I 
como hidratos de carbono, acidos grasos y lactato, es la 
encargada de mantener, en estado estacionario, 10s niveles de 
estos compuestos con enlaces fosfato de alta energia (1). 
El mLsculo cardiaco, bajo condiciones normales de provisibn de 
oxigeno, produce la mayor parte del ATP por fosforilacion 
oxidativa. En efecto, 10s acidos grasos no esterificados solo 
I 
pueden ser utilizados para la generacion de energia a traves de 
I 
procesos oxidativos aerbbicos, y lo mismo ocurre con las 
proteinas, via 10s qinoacidos. Asimismo, la mayor parte del 
piruvato pGoveniente de la oxidacion de 10s hidratos de carbono 
ingresa a1 ciclo de 10s acidos tricarboxilicos (1). Una reduccion 
en el aporte de oxdgeno a1 miocardio induce una serie de 
profundas alteraciones (2). Entre ellas, las metabolicas 
desencadenan un gran nhero de eventos que, finalmente, 
determinan el grado de dafio asociado a la privacibn de oxigeno. 
Por ejemplo, el metabolismo de 10s hidratos de carbono durante la 
hipoxia y la isquemia se encuentra alterado. Se observb una 
sustancial translocaci6n de moleculas Glut 4 (el principal 
transportador de glucosa a1 corazbn) hacia la membrana plasmatica 
del miocito, lo que aumenta la captacibn de glucosa y el 
I 
metabolismo de la misma (3). Ademas, existe un aumento de la 
glucogenolisis y parte del piruvato es desviado hacia la 
produccibn de lactato (4). Junto con 10s cambios metabblicos 
desencadenados, debe tenerse en cuenta que la deficiencia en el 
aporte de oxigeno a1 miocardio afecta la produccibn de la energia 
necesaria no solo par+ mantener la actividad contractil sino la 
viabilidad celular (2) . 
Debido a que el musculo cardiaco debe desarrollar una 
actividad ininterrumpida, la energia quimica utilizada durante el 
I 
evento contractil no puede ser recuperada aerbbicamente una vez 
I 
finalizado el mismo. Como consecuencia, la restauracibn de 10s 
niveles de ATP y de creatina fosfato consumidos debe realizarse 
rapidamente y en gran medida durante la misma contraccibn. Es 
decir, en el corazbn existe una superposicibn temporal entre el 
consumo y la restauracibn de 10s niveles de energia quimica. Esta 
es una caracteristica diferencial respecto del musculo 
esqueletico, en el que se verifica una clara separacibn temporal 
I 
entre 10s eventos ligados a la utilization de la energia quimica 
I 
y aquellos ligados su recuperaci6n. Este hecho se hace mas 
evidente a temperaturas inferiores a 20 OC (5; 6;7) . 
El comportamiento del musculo cardiaco como transductor de 
energia puede ser analizado experimentalmente utilizando varios 
enfoques que, para su exposici6n, pueden agruparse en mecanicos, 
I 
quimicos y biofisicos. 
a) Evaluation energetica del mfisculo cardiac0 segun un enfoque 
I 
mecanico: se basa en el estudio de mediciones mecanicas como 
I 
fuerza o tension desarrollada, integral presibn-tiempo, 
velocidades de contraccibn y de relajacion, velocidad de 
acortamiento etc. A este tipo de medicion pueden agregarse 10s 
calculos de trabajo externo realizado por el m6sculo en 10s casos 
en que corresponda (8; 8; 10) . 
b) Evaluation energetica del mhculo cardiac0 segun un enfoque 
quimico: se basa fundamentalmente en la aplicacion de mediciones 
quimicas. Entre ella1s las mas destacables son: consumo de 
moleculas con enlace fosfato de alta energia como ATP y Creatina 
fosfato, consumo de oxigeno, consumo de glucosa y lactato, 
produccion de acido lactic0 etc (11;12;13). 
Las mediciones de moleculas con enlace fosfato de alta energia 
- - - -- 
mediante tecnicas bio&imicas es un metodo extensamente empleado 
no solo para la evaluation de situaciones experimentales (14; 15) 
I 
sino tambien clinicas (16). Tambien existe gran cantidad de 
I 
trabajos en relacion a la concentration de estas moleculas en 
I 
modelos experimentales de isquemia y reperfusion cardiacas 
I 
(17; 18) . Sin embargo, el caracter discontinuo de estas mediciones 
impide correlacionarlas con 10s eventos de rapida evolution 
temporal que ocurren en el mfisculo bajo dichas condiciones. 
Ademas, estas mediciones bioquimicas no pueden realizarse en el 
tejido intact0 lo cual impide que, en forma simultanea, se 
realicen otro tip0 de mediciones (por ejemplo, mecanicas o de 
intercambio ionico) . Es decir, que se trata de un metodo invasivo 
y discontinuo, Por otro lado, la evaluacion energetica del 
musculo cardiaco a partir de 10s niveles tisulares de fosfatos de 
alta energia a veces resulta dificultuosa. Esto se debe a1 hecho 
de que el ATP consLlmido por el miocardio es continuamente 
repuesto a partir de la glicblisis, la fosforilacion oxidatica y 
la creatina fosfato (1) . En consecuencia, la evaluacion 
energetica a partir de 10s niveles de ATP requiere la simultanea 
evaluacibn del estado @e estos procesos. 
El metodo usado para evaluar - el consumo - de oxigeno miocardico 
involucra, a1 igual que para la determinacibn de la tasa de 
extraction de cualquiek sustrato, la medicion del flujo coronario 
y del contenido de oxigeno en el liquid0 de perfusion arterial y 
venoso (19). La difetencia arterio-venosa en el contenido de 
oxigeno multiplicada por el flujo coronario da corno resultado la 
tasa de consumo de oxigeno, la que usualmente es normalizada por 
el peso del ventriculo izquierdo. En el m6sculo cardiaco, la 
precarga determina el grado de estiramiento de la fibra, mientras 
que la pos&arga se relLciona con la resistencia contra la cual el 
nusculo debe realizar trabajo. Los primeros trabajos sobre 
consumo de oxigeno milocardico fueron publicados en 1912 por E. 
Rhode y mostraron la relacibn existente entre el consumo de 
oxigeno y las condiciones de carga de presi6n (precarga y 
I 
poscarga) en corazones perfundidos (20). Actualmente se acepta 
ampliamente que 10s principales factores que afectan el consumo 
de oxigeno miocardico son no solo las condiciones de carga sin0 
tambien la frecuencia (21). En preparaciones tisulares aisladas y 
perfundidas, por l o  tanto, el metodo se aplica manteniendo 
controladas la frecuencia de estimulacion, el volumen diastolic0 
final y el caudal de Lerfusibn. En el coralon "in situ" se suma a 
estos factores la ne=esidad del control de la poscarga (22). La 
I 
metodologla de medicion de consumo de oxigeno tambien se ha 
I 
aplicado a celulas aisladas midiendo directamente la 
concentracion de oxigeno en el liquido que bafia las celulas ( 2 3 ) .  
Lamentablemente, estametodologia - celulas aisladas - ha rendido 
valores basales o controles extremadamente dispersos que 
aparentemente estarian en relacion con el grado de agitation del 
medio (24). I 
En relacion a1 donsumo de oxigeno como herramienta para 
evaluar eneqeticamente a1 mLsculo deben puntualizarse varios 
aspectos. En principio puede decirse que, aunque no es una medida 
directa de las transformaciones de energia en el miocardio. 
I 
mantiene - bajo ciertas condiciones - una buena correlacion con 
las mismas. Esta correlaci6n es de fundamental importancia para 
la correcfa evaluaciqn energetica del m13sculo cardiac0 y fue 
avalada por experimentos llevados a cab0 por Drake y col (25). En 
1982, estos investigadores observaron que, en corazones 
arterialmente perfundidos con lactato en el liquido de perfusi6n, 
la relacion entre la diferencia arterio-venosa de lactato y la 
diferencia arterio-venosa de oxigeno era constante por encima de 
una concentracion umbra1 de 4.5 mM de lactato. Dentro de este 
rango, el lactato tornado por el corazbn representa mas del 90% 
del requerimiento energ6tico del mismo. En estos experimentos se 
us6 lactato porque, de acuerdo a trabajos previos llevados a cabo 
por varios investigadores, se trata del combustible de 
preferencia del miocardio (26;27). La medici6n del consumo de 
oxigeno para evaluar energeticamente a1 musculo cardiac0 presenta 
ciertas limitaciones, algunas de las cuales son: i) en tejidos 
perfundidos, el calculo involucra el producto del flujo coronario 
por la diferencia arterio-venosa en la concentracidn de oxigeno. 
I 
Pero hay circunstancias en las que existen desviaciones y este 
producto deja de ser valido. Tal es el caso de la hipoxaemia, en 
la que la relacibn del flujo coronario/consumo de oxigeno se 
incrementa alrededor de 5 veces con respecto a 10s valores 
I 
controles (28;29).  ii) El metodo carece de sentido en situaciones 
I 
tales como la isquemia y la anoxia. iii) La evoluci6n temporal de 
10s eventos miocardicds y de las reacciones quimicas involucradas 
I 
no es mimetizada por el consumo de oxigeno. Esto ocurre porque el 
I 
consumo de oxigeno es una consecuencia de esos cambios y ocurre 
para reestablecer la situacibn energetics previa a1 cambio. Es 
decir, el consumo de Axigeno es una manifestacibn que ocurre con 
posterioridad a1 desdrrollo del evento en cuestibn (30). En 
consecuencia, la medikibn del consumo de oxigeno no evalua el 
comportamiento del evento y/o mecanismo involucrado sino su 
consecuencia sobre 10s niveles de fosfatos de alta energia ( y  de 
ellos, s61o 10s que se recuperan por la via aerdbica). 
En relacion a la extraccibn de lactato del medio de perfusion, 
- -
la medicion de la diferencia arterio-venosa de lactato muestra 
una importante dispersion. Por ejemplo, la relacion entre la 
concentracion arterial de lactato vs. la diferencia arterio- 
venosa del mismo muestra valores que oscilan entre 0.3 y 2.7 
mmoles/l para una con entracion de lactato arterial de 7 mmoles/l 7 (31). Tales resultados experimentales obviamente dificultan una 
correcta evaluacion energetica del mhsculo cardiaco. 
C) Evaluation enerd6tica del m6sculo cardiac0 segun un enfoque 
biofisico: implica en general mediciones como el seguimiento 
fluorometrico de cambios redox, Resonancia Magnetics Nuclear 
(RMN) de compuestos de fosfato, cinetica de intercambio ionico, 
metodos miot6rmicos ( 3 2 ;  33; 34; 35) . 
La RMN es una metodologia ampliamente utilizada en 10s 
- -
estudios biofisicos de la regulation contractil. Debido a que 
este metodo no requiere biopsia muscular, es posible obtener 
medidas metabolicas y funcionales continuamente sobre la misma 
muestra. Provee information sobre las concentraciones citosolicas 
de ATPI CrP, Cr y Pi en m6sculos esqueleticos y cardiacos (36). 
Esta metodblogia ha permitido estimaciones de las concentraciones 
de estos metabolitos durante un ciclo cardiac0 (37) y ha 
I 
suministrado, ademas, information sobre la enzimologia de la 
reaccibn de creatina quinasa (38). El uso de elementos de 
resonancia magnetica de espin impar diferentes del fosforo, 
artificiales o naturales, tambien suministra information sobre 
las concentraciones intracelulares de varios iones de interes en 
el metabolismo cardiaco, como por ejemplo H', cat' y ~a' 
(39;40;41) . Por otro lado, la metodologia es capaz de brindar 
informaci6n sobre todds estos metabolitos en condiciones en las 
que el flujo coronario esta disminuido o ausente. En efecto, 
puede aplicarse la RMN bajo condiciones de isquemia para obtener 
10s valores de 10s cqntenidos de fosfatos de alta energia, H', 
cat', ~a' y ~ g "  (42;43;44; 45) . 
Una critica que se ha efectuado a la RMN es que tendria cierta 
fuente de error proveniente del movimiento del corazon en el 
I 
campo magnetic0 (46) . 
I' 
En la presente Tesis se us6 un mktodo miotermico desarrollado 
1982 por Ponce-Hornos, Ricchiuti y Langer: 
microcalorimetria para tejidos perfundidos (47). Por lo tanto en 
el presente Capitulo se desarrollaran mas "in extenso" 10s 
principales aspectos de 10s diferentes metodos miotermicos . 
2. ~ntecedentes hist6rlicos de 10s estudios miotermicos 
--
El uso de las tecnicas miotermicas data de m6s de un siglo 
atras. Fue en 1848 que Hermann Helmholtz usando tres 
termocuplasen serie con un galvanbmetro public6 10s primeros 
experimentos relacionados con la producci6n de calor en rnusculo 
esqueletico (49). Luego de esta publicacibn inicial 
transcurrieron quince bilos, hasta que en 1860 Adolf Fick retoma 
I 
estos experimentos. Pero no fue hasta 1909 en que A.V. Hill 
I 
comienza un estudio sistematico e integrado de la termodinhica 
de la contraction muslcular esqueletica. Este autor inicia sus 
investigaciones utilikando unas terxnopilas (gran nbero de 
I 
termocuplas en serie) disefiadas por Blinx y qye el mismo Hill 
mejoraria progresivarnente tanto en rapidez de respuesta como en 
sensibilidad. Esta metbdologia, con diferentes variantes continua 
siendo aplicada en el &studio energktico del m6sculo esquel6tico. 
(49) I 
A pesar del exitlo que la aplicacion de la metodologia 
miotermica - desarroldada por A.V. Hill - tuvo en el estudio del 
musculo esqyeletico, ios inconvenientes de su aplicacion en el 
I 
m6sculo cardiaco hicieron que hasta 1961 no se encuentre 
literatura miotermica en esta preparacion ( 5 0 ) .  Posteriomente, en 
1965, Ricchiuti y ~ibbs consiguen aplicar por primera vez el 
mktodo de las termopilas desarrollado por A.V. Hill en el musculo 
I 
cardiaco, mas especificamente a1 musculo papilar de ventriculo 
derecho de corazon de conejo (23). Si bien con estas termopilas 
podian realizarse esdudios miotermicos simultaneos con estudios 
mec8nicos, el pequeho t m o  de la preparacion que debia 
I 
utilizarse impidio T e  se realizaran estudios ionico-cineticos 
y/o metab6licos en forma simultanea. De hecho 10s estudios 
ibnico-cineticos y/o metabblicos fueron realizados por muchos 
I 
afios por otros grupos de investigadores haciendo mas dificultosa 
la correlacibn e integration entre 10s resultados obtenidos. 
Mientras que las termopilas desarrolladas por Gibbs y col. fueron 
mejoradas en velocidad de respuesta y sensibilidad por el grupo 
de N.R. Alpert (51), las metodologias que intentaron el uso de 
preparaciones muscula?es mas grandes (para realizar estudios 
metab6licos e ionico-cineticos simultaneos) fueron en general de 
baj a sensibilidad y ledta respuesta. 
Para la misma epoca en que Alpert y col. publican el metodo de 
las termopilas, se desarroll6 un metodo calorimetrico con una 
sensibilidad comparable a este y con suficiente velocidad de 
respuesta. Las ventajas mas relevantes de este liltimo metodo es 
que permite el estudio simultaneo de parbetros energeticos, 
contractiles, i6nico-cineticos y metabolicos ( 4 7 ) .  Ademas, es 
independiente de la presencia de flujo a1 tejido y del tamafio de 
la preparaci6n biol6gica en un amplio rango (47). Este ultimo 
metodo se ha aplicado en esta tesis para el estudio mecanico- 
energetico del m6sculocardiaco (ver Materiales y Metodos) . 
I 
3. Metodos miotermicos 
Hasta el presente, en el estudio energetico del tejido 
muscular cardiac0 se han utilizado fundamentalmente tres metodos 
miotermicos: a. Metodo de las diferencias de temperatura arterio- 
venosa; b. Metodo de las termopilas y c. Metodo 
rnicrocalorimetrico para tejidos perfundidos. A continuacibn se 
describira brevemente cada uno de ellos y se expondran las 
ventajas, desventajas y aplicabilidad de 10s mismos. 
a) Metodo de las diferencias de temperatura arterio-venosa. 
Este metodo utiliza la medicibn del flujo coronario y el 
gradiente temico (dT) entre 10s fluidos arteriales y venosos 
(50;52;53;54). El metodo se basa en que el calor producido por el 
musculo cardiac0 es proportional a la diferencia de temperatura 
arterio-venosa (evaluada con termistores 0 temocuplas), tal que: 
Donde: Q = flujo caloric0 
d T = diferencia de temperatura arterio-venosa 
J,-, = flujo arterio-venoso 
c = calor especifico de la solucion de perfusion 
Debido a que este metodo requiere una cantidad finita de flujo 
para obtener una medicion, el calor producido en condiciones 
isquemicas (ausencia de flujo) no puede ser determinado. Por otra 
parte, en general esta metodologia es de respuesta relativamente 
lenta con constantes de tiempo superiores a 10s 2 ,7  minutos y de 
sensibilidad relativamente baja. La ventaja mas notable es que a1 
utilizar preparaciones musculares relativamente grandes (en 
general corazon entero) permite realizar estudios metabolicos 
simultaneos con metodos bioquimicos como por ejemplo medicibn de 
f lujo glucolitico, producci6n de acido lactico, etc. Ademas, dado 
que la perfusion se realiza por via fisiol6gica, se evitan 10s 
problemas asociados con una limitada difusi6n de oxigeno hacia el 
tejido. Finalmente, en algunos casos las mediciones miotermicas 
han podido realizarse simult6neamente con mediciones de consumo 
de oxigeno (por el metodo polarografico), con lo que se pudieron 
obtener indices del equivalente caloric0 del consumo de oxigeno 
en musculo cardiac0 (54; 55) . 
b) Metodo de las termopilas 
Este metodo termoelectrico fue desarrollado y aplicado 
extensamente por A.V. Hill en el estudio energetic0 del musculo 
esqueletico (49). Hacia 1965, Ricchiuti y Gibbs consiguen 
desarrollar un sistema (posteriormente mejorado por Mulieri y 
colaboradores, 1977)  (51) de termopilas que permiten medir 
produccion de calor en preparaciones musculares cardiacas con 
caracteristicas especiales (23;56). La preparacion muscular a 
utilizar debe ser suficientemente delgada para posibilitar la 
adecuada difusion de oxigeno en el tejido y su forma debe ser tal 
que permita que la mayor parte de su superficie este en contact0 
con las uniones termosensibles (termocuplas ubicadas a lo largo 
del musculo y conectadas en serie). La preparacion muscular mas 
utilizada que cumple estas condiciones ha sido el musculo papilar 
de ventriculo derecho de corazon de conejo o el papilar de 
ventriculo izquierdo de coraz6n de rata. El calor producido por 
el musculo es medido como el product0 entre la variacion de 
temperature, registrada por las termopilas, y el calor especif ico 
del musculo. Los inconvenientes tecnicos estan relacionados, por 
un lado, con la elevada perdida de calor que se produce, de 
aproximadamente 14% por segundo (constantes de tiempo del orden 
de 10 segundos) y consiguiente inestabilidad de la linea de base 
y, por otro lado, con 10s inconvenientes derivados del pequefio 
tamafio de las preparaciones utilizadas (masa promedio 5 mg) como, 
por ejemplo, el error asocia 8 o a la cantidad de solucibn adherida 
a la preparacibn que puede inducir una incertidumbre en la masa 
tisular a utilizar en 10s calculos de hasta un 30%. A esto debe 
agregarse que el pequefio tamafio de la preparaci6n hace 
extremadamente dificil realizar mediciones simultaneas de 
parhetros metabblicos o estudios de cinetica ionica como en el 
metodo antes mencionado. Las ventajas mas relevantes de esta 
metodologia son su alta sensibilidad y rapida respuesta, 
caracteristicas considerablemente superiores a1 metodo basado en 
diferencias de temperatura arterio-venosa. 
C) Metodo microcalorimetrico para tejidos perfundidos 
Una alternativa a1 metodo de las termopilas rapidas descripto 
en b., particularmente por su sensibilidad y capacidad de evaluar 
simultaneamente parbetros mecanicos, bioquimicos e i6nico- 
cineticos, es un metodo desarrollado hacia 1982 por Ponce-Hornos, .. 
Ricchiuti y Langer ( 4 7 ) .  El misrno se basa en la medici6n del 
flujo de calor desde la c&mara interna del microcalorimetro en 
donde se encuentra la pieza muscular en estudio y las paredes 
externas del mismo en contacto con un bafio mantenido a 
temperatura constante. La medicibn se lleva a cab0 mediante el 
uso de dos juegos de 127 unidades termosensibles cada uno, 
conectadas en serie y ubicadas entre la chara interna, en 
contact0 con el m6scul0, y la pared externa del sistema, en 
contact0 con el bafio. Este metodo, a1 igual que aquel basado en 
la medicibn de diferencias de temperatura arterio-venosas, 
permite la utilizacibn de una gran variedad de preparaciones 
miocardicas de tamafios diversos. Siendo usadas preparaciones 
perfundidas por via fisiologica, se resuelve el inconveniente del 
espesor tisular como factor limitante de la difusion de oxigeno 
hacia el tejido. En cuanto a velocidad de respuesta, es mayor 
(constante de tiempo de 0,5 min) que la del metodo basado en la 
medicion de diferencias de temperatura arterio-venosas (constante 
de tiempo de 2,7 min), per0 menor que la del metodo de termopilas 
descripto en b. Su sensibilidad es comparable con este 6ltimo y, 
ademas, permite la evaluaci6n continua de actividad contractil, 
parhetros metab6licos (mediante metodos bioquimicos), flujos 
ionicos, simultaneamente con las mediciones de produccion de 
calor (12;57). Por otra parte, como estas mediciones son 
tecnicamente independientes de la existencia de perfusion, el 
metodo es utilizable en ausencia de perfusi6n. Esto permite la 
continua evaluation de la produccion de calor por parte del 
miocardio durante la isquemia y reperfusibn, a la vez que 
simultaneamente pueden realizarse otras mediciones (por ejemplo, 
mecanicas) . Cabe destacar que por su versatilidad, capacidad de 
respuesta y sensibilidad este metodo es el que se ha utilizado en 
la presente tesis, encontr6ndose detallado en la secci6n 
Materiales y Metodos. 
4. Componentes energeticos del m6sculo cardiac0 
-
Una forma de analizar el comportamiento energetic0 del corazon 
es dividir el calor generado por el m6sculo en una fraccion 
relacionada fundamentalmente con el estado de reposo mecanico 
(denominada calor basal) y otra que esta asociada con la 
actividad mecanica (calor activo) . La evaluation de ambos 
componentes se realiza estudiando calorimetricamente a1 musculo 
en actividad y en estado de reposo, tal que la diferencia entre 
la produccibn de calor total y aquella que se obtiene durante el 
reposo es el calor activo. 
a) Metabolism0 basal 
Aun cuando no se lo estimule, el musculo aislado debe 
conservar la integridad de su composicibn intracelular en contra 
de gradientes electricos y quimicos. La produccibn de calor 
asociada a este metabolismo basal o de mantenimiento es una 
medida de la utilization y recuperacibn de la energia involucrada 
en el mantenimiento de la homeostasis celular. Si bien hasta el 
presente no se han podido establecer las bases fisiolbgicas de 
este calor de reposo, se ha postulado a1 transporte activo de Na 
y K como uno de 10s responsables del consumo basal de ATP en 
estas condiciones. De la aplicacibn de tecnicas miotermicas 
conjuntamente con metodos radioisotdpicos se ha estimado que el 
transporte activo de Na y K participaria con aproximadamente 10- 
25% del calor producido durante el reposo mecanico (57;58;59). La 
postulada contribucibn del transporte activo de ~ a +  y K+ a1 
metabolismo basal en el mfisculo cardiac0 es consistente con: i) 
la reduccibn en el consumo de oxigeno cuando disminuye la 
concentracibn de ~ a +  extracelular (60), ii) la caida de la 
produccibn de calor en reposo, con simultanea reduccibn en el 
influjo de K' sin alteraci6n de la salida del mismo, cuando 
disminuye la concentracion de Na' en el medio de perfusion ( 5 7 )  y 
iii) la elevacion del consumo de oxigeno o de la producci6n de 
calor asociada a1 reposo meciinico por aumento en la concentracion 
extracelular de K' (34;61). Por otro lado, existen evidencias que 
sugieren que hasta el 30% de 10s valores medidos de production de 
calor en reposo estarian relacionados con el costo energetic0 del 
recambio de proteinas (58; 62) . 
El musculo cardiaco posee un metabolismo basal particularmente 
elevado cuando se lo compara con el mfisculo esqueletico. 
Dependiendo de la especie, esta diferencia entre ambos tipos 
musculares es tal que el m6sculo cardiaco puede tener un 
metabolismo basal entre cinco y ocho veces mas elevado que el 
correspondiente a1 m6sculo esqueletico. Hasta el presente no se 
ha podido explicar esta diferencia y se ha especulado que un 
componente significative del mismo podria reflejar una respuesta 
mitocondrial a1 continuo influjo pasivo de H ' hacia su matriz. 
La evidencia es fundamentalmente circunstancial y se relacionaria 
con la diferencia en el contenido mitocondrial en ambos tipos 
musculares' (musculo esqueletico y cardiaco) . Por otra parte, las 
diferencias observadas en el calor de reposo entre distintas 
especies se correlaciona con el volumen mitocondrial de sus 
corazones (61) . 
En resumen, si bien hasta el presente existen evidencias 
experimentales que sugieren la contribution de distintos procesos 
a1 metabolismo basal del musculo cardiaco, el total 
esclarecimiento de su origen es a b  materia de especulacion. 
b) Metabolism0 activo 
Como ya se puntualizara, el mtisculo cardiaco aislado y 
perfundido responde a la estimulacion electrica con una respuesta 
W e f  como consecuencia de la interaction entre las proteinas 
contractiles, se manifiesta como desarrollo de fuerza. Cuando se 
permite que el musculo se acorte contra una carga, el desarrollo 
de fuerza hace posible la realizaci6n de trabajo mecanico 
externo. Ha sido establecido, desde 10s clasicos experimentos de 
Fenn (63; 64) posteriormente confirmados por Hill (65) en musculo 
esqueletico, que la energia total liberada en una contraction (en 
forma de calor y/o trabajo) no es constante y depende de la carga 
contra la cual el musculo realiza trabajo externo. Asimismo, en 
el mtisculo cardiaco se ha observado una dependencia de la energia 
total liberada con la carga contra la cual el mdsculo realiza 
trabajo (contracciones isot6nicas) (1) pero, a dif erencia del 
musculo esqueletico en el que la energia total liberada es mayor 
cuando el musculo se acorta contra una carga (realiza trabajo 
externo), en el musculo cardiaco la misma es maxima en 
condiciones en las que el mfisculo desarrolla fuerza per0 no 
realiza trabajo externo (contracciones isometricas). En este 
ultimo caso, la energia total durante el evento contractil es 
liberada en forma de calor (58;66). 
b-1) Componentes del calor activo: estudios clasicos. 
La liberacion de calor que acompaAa a1 ciclo contraction- 
relajacibn, al que se ha llamado calor activo, es la 
manifestation termica de 10s cambios quimicos que ocurren durante 
el evento contractil. Estos cambios involucran tanto la 
utilizaci6n como la recuperaci6n (principalmente aerbbica) de la 
energia contenida en enlaces quimicos. La separacion de 10s 
componentes energeticos relacionados con el proceso de 
excitation-contraccion-relajacion en el mGsculo cardiaco puede 
realizarse segcn la actividad de 10s varios componentes 
enzimaticos involucrados en el ciclo cardiaco. Con este criterio, 
el proceso de excitation-contraction-relajacion puede ser 
dividido en un componente contractil y un componente no 
contractil. El primer0 esta relacionado con la utilizacion de 
energia quimica (en forma de ATP) a nivel de las proteinas 
contractiles a traves de las ATPasas de 10s miofilamentos. El 
componente no contractil esta asociado con la despolarizaci6n y 
activaci6n de la fibra. Entre estos procesos se cuentan la 
liberacion de calcio a1 sarcoplasrna, su movimiento desde y hacia 
10s sitios- de union miofibrilares y su retorno a 10s sitios de 
almacenamiento por 10s sistemas de transporte dependientes de ATP 
(bombas de ~ a "  tanto de sarcolema como de reticulo sarcoplasmico) 
y recuperaci6n del gradiente electroquimico para Na' y K' (via la 
Na'-F ATPasa asociada a sarcolema) (67). La energia quimica 
utilizada por ambos componentes energeticos es recuperada 
aerobicamente durante la misma contraccion. Para la evaluaci6n 
del componente no contractil, cuya manifestation termica es e! 
denominado calor de activacion o calor independiente de tension, 
debe eliminarse (o a1 menos minimizarse) del proceso de 
excitation-contraccibn-relajaci6n toda interaction entre 
miofilamentos. En el musculo esqueletico esto se ha logrado por 
estiramiento de las fibras mas a116 de la longitud optima (68) . 
Esta sobreextencion de las fibras hasta aproximadamente 3.5 um 
elimina la superposicidn de 10s filamentos. En el mfisculo 
cardiac0 este procedimiento no puede emplearse, ya que se dafia el 
preparado. En consecuencia, la disminucion de la interaccion 
actina-miosina se ha intentado disminuyendo la tension de reposo 
hasta que no se registre desarrollo de fuerza. Un metodo 
alternativo ha sido la utilizacibn de medios hipertonicos en 10s 
que la interaccion entre miofilamentos es minima (69; 70; 71) . En 
concentraciones de calcio fisiologicas 10s valores obtenidos por 
arnbos metodos varian, segun la especie estudiada, entre 1,6 y 2.6 
m~.g-' de tejido hiunedo (61;72). Su magnitud es afectada por 
cambios en la concentration extracelular de calcio y por agentes 
que alteran la contractilidad (69;73) . Un problema que se plante6 
sobre el primer metodo citado fue que la entrada de ~ a "  era 
dependiente del estiramiento a1 cual se somete a1 tejido (741, y 
por lo tanto el calor de activaci6n obtenido deberia ser menor a1 
correspondiente a una contraccion en longitud optima. Para 
evitarlo se desarrollo el metodo de "quick release" (71), que 
permite el acortamiento de la longitud del tejido durante la 
iniciacion de la contracci6n. De este modo, se evita la 
generacion medible de fuerza per0 partiendo de la longitud 6ptima 
durante la estimulacion electrica. Por este 6ltimo 
metodo se obtuvieron valores mAs altos para el calor 
independiente de tension que con la tecnica del preacortamiento 
(3.46 vs. 2.06 mJ.gr-I de tej.hlimedo respectivamente) (71). 
B. ISQUEMIA Y REPERFUSION CARDIACAS 
1.- Aspectos Generales 
El estudio de la Isquemia y Reperfusion cardiacas es de 
considerable interes tanto por 10s mecanismos fisiologicos 
involucrados como por su posible aplicacion a la clinica. El 
niunero de trabajos publicados sobre el tema es grande y el 
interes por el mismo se ha incrementado acn mas desde la 
aparicion de protocolos experimentales relacionados con el 
llamado precondicionamiento cardiac0 (75). 
Sin embargo, pese a la trascendencia del tema, existen una 
serie de conceptos y usos experimentales no claramente definidos 
que, aunque diferentes tanto en su esencia como en su aplicacibn 
experimental, se emplean de manera indistinta. Esto ha producido 
una brecha en la interpretation de experimentos provenientes del 
area clinica y otros de la investigation basica agregando una 
dificultad adicional a un tema de por si complejo. Por ejemplo, 
mientras que algunos autores definen la isquemia como la 
suspensibn de flujo hacia un tejido (76;77), otros lo hacen como 
un disbalance entre la oferta y la demanda de oxigeno (29;78).  Es 
decir que para 10s primeros el concept0 involucra, ademas de un 
disbalance entre la oferta y la demanda de oxigeno, otra serie de 
f actores. 
En la investigacibn basica, 10s metodos experimentales para 
producir isquemia miocardica son basicamente tres: a) por 
reduccibn o cese de flujo (79) ,  que puede ser circunscripta a un 
area determinada (isquemia regional) (17) o a todo el corazon 
(isquemia global) (79) b) mediante una reduction (hipoxia) (80) o 
ausencia (anoxia) (47) de oxlgeno disuelto en el liquido de 
perfusion y c) por aumento en la frecuencia de contraccion 
muscular (81). Obviamente, todos conducen a un disbalance entre 
la oferta y la demanda de oxigeno, per0 las diferencias entre las 
consecuencias fisiologicas desencadenadas por cada uno de ellos 
son de importancia. 
Cualquiera sea el metodo empleado para producir isquemia, esta 
y la reperfusion conllevan una serie de profundos cambios 
bioquimicos, mecanicos, electrofisiolClgicos y estructurales 
(82;83) . 
La ausencia de flujo, por ejemplo, llevara a la anulacion de 
la contracci6n cardiaca y por ende a1 decrement0 del consurno 
energetic0 asociado a la misma. Sin embargo, el aporte de oxigeno 
y nutrientes (via el liquido de perfusion) sera nulo y la falta 
de remociori producira la acumulaci6n, en el espacio extracelular, 
de metabolitos. La eliminaci6n de estos durante la reperfusion 
dara a la misma caracteristicas diferenciales, con lo que estas 
sustancias incidiran no solo en la evoluci6n de la isquemia sino 
tambien en el de la reperfusion. 
El aumento en la frecuencia de contraccion, por su parte, 
incrernenta el trabajo cardiaco, el gasto y por ende la demanda de 
oxigeno (21). Simultaneamente, disminuye el pH intracelular (841, 
se increments la presion de perfusion y disminuye el flujo 
efectivo que irriga ciertas Areas tisulares. Esto es asi porque 
la masa muscular ventricular izquierda se irriga esencialmente 
durante la diastole. Al aumentar la frecuencia disminuye la 
duracibn de la diastole y, por lo tanto, el tiempo total de 
perfusion a1 tejido. La surna de todos estos factores produce una 
isquemia de diferente grado de severidad. 
La evaluation de 10s efectos intrinsecos de la isquemia y la 
reperfusion sobre el miocardio puede resultar extremadamente 
dificultuosa dado que estos son rnultiformes y tiempo 
dependientes. Ademas, en el corazbn intacto aparecen variables 
adicionales a considerar. Tal es el caso del efecto sobre la 
variation en la distribution del f l u j o  regional, el soporte 
extravascular (ya que cada contraccibn comprime 10s vasos del 
circuit0 coronario y aumenta la resistencia a1 flujo) y la 
influencia de factores humorales y neuronales (82; 83) . 
Con el objeto de simplificar el estudio del tema, puede 
considerarse que el conjunto de factores involucrados incidiran, 
en ultima instancia, sobre tres aspectos: a) en la sobrevida 
tisular, rnodificando 10s niveles o extension de la necrosis 
celular, b) en el ritmo cardiaco, aumentando la incidencia de 
arritmias y fibrilacibn y c) en la perfomance mecanica del 
mdsculo cardiaco, disminuyendo el desarrollo de tension activa, 
alterando las velocidades con las que evolucionan las mismas e 
induciendo la aparicion de contractura (82). 
Otro aspecto a considerar a1 evaluar e interpretar 10s 
resultados de protocolos experimentales de isquemia y reperfusion 
cardiacas es que 10s mismos varian mucho en relaci6n a la 
situation experimental inicial (preisquemica). Debe tenerse en 
cuenta que, en aquellos preparados perfundidos con soluci6n 
Ringer no enriquecida con eritrocitos, la capacidad de transporte 
de oxigeno esta disminuida (en relaci6n a la sangre), por lo que 
deberan fijarse condiciones experimentales en las que la demanda 
energetica del mLsculo sea menor en relaci6n a 10s requerimientos 
"in vivo". La no observancia de este aspecto llevara a1 musculo 
perfundido a una vasodilataci6n coronaria extrema (que 
imposibilita la autorregulaci6n del flujo coronario) y a una 
condici6n general de hipoxia que puede invalidar las conclusiones 
que surjan de 10s resultados obtenidos (85). 
El intento de establecer condiciones experimentales pr6ximas a 
las llamadas "condiciones fisiol6gicas" puede conducir a 
preparaciones con severos disbalances entre la oferta y la 
demanda de oxigeno. Por ejemplo, liquidos de perfusi6n con 
concentraciones de calcio iguales a las plasmaticas (1.35 mM en 
la rata) resultan en corazones sujetos a actividades de Ca" (y 
por ende a estados inotrbpicos) que estarian por encima de la 
media "in vivo". En efecto, la actividad i6nica en general, y del 
calcio en particular, varia notablemente en relaci6n a1 tipo y 
cantidad de 10s otros iones con 10s que esta en soluci6n (86). 
Por ejemplo, en una soluci6n acuosa de C12Ca molal el 
coeficiente de actividad del ~ a "  cae un tercio por el solo 
agregado de C12Ca hasta molal, mientras que en la misma 
solucion la presencia de 10'~ molal de NaCl reduce la actividad 
del Cat+ desde 7.89 a 6.3 x molal. Debe pues tenerse en 
consideration que es la actividad del cat' y no su concentracion 
la que incide sobre la contractilidad miocardica, y que esta 
varia apreciablemente en diferentes medios de solucion (86). 
Tambien es usual que, en un intento de incrementar el aporte 
de oxigeno a1 tejido, se aumente excesivamente el caudal de 
perfusion ( y  concomitantemente la presion de perfusion). Esto, 
sumado a1 hecho de que 10s liquidos de perfusibn en general 
contienen bajas concentraciones de proteinas, conduce a la 
formacion de edema. 
En sintesis, para establecer una situation experimental optima 
para el estudio de la isquemia y reperfusion cardiacas deben 
fijarse condiciones iniciales (preisquemicas) que tengan en 
cuenta no solo el aporte de oxigeno a1 tejido sin0 tambien el 
grado de requerimiento del mismo. El caudal de perfusion y el 
agregado de eritrocitos, por ejemplo, incidiran en el primer 
aspecto, mientras que la frecuencia de contraction, la 
concentracion de ~a", la temperatura de trabajo y la tension 
sobre las paredes del miocardio lo haran en el segundo. A estas 
se agregan otras variables a considerar para preservar el estatus 
metabolic0 del mcsculo cakdiaco, tales como la presibn de 
perfusibn y las concentraciones de sustancias oncoticamente 
activas . 
2.- Eventos metab6licos durante - la isquemia y - la reperfusi6n 
cardiacas 
Las primeras manisfestaciones del miocardio ante un episodio 
isquemico son extremadamente heterogeneas. Inequivocamente ocurre 
un descenso en la presion parcial de oxigeno tisular. una 
deprivation de sustratos que aportan energia quimica y una 
progresiva disminuci6n hasta el cese de la remocion de 10s 
metabolitos cardlacos. En situaciones "in vivo", tambien se 
encuentran agregaci6n de elementos figurados (plaquetas, 
neutr6filos. etc) y activaci6n de la cascada coagulatoria 
(87;88) . 
La respuesta de 10s miocitos a la isquemia es multiforme. En 
efecto, dado que el pH y 10s fosfatos de alta energia participan 
virtualmente en todas las vias metab6licas1 las alteraciones de 
estos factores durante la isquemia modifican el conjunto del 
metabolismo celular. Como consecuencia de ello, funcionamiento 
mecanico del afectado totalidad 
(87;88) . 
Como regla general, puede asumirse que todos 10s cambios en la 
homeostasis celular derivados de un proceso isquemico son 
dependientes de la severidad y del tiempo de duracion del evento. 
Si bien el valor del period0 critic0 depende de la temperatura, 
la frecuencia etc, la prolongacion de la isquemia causa un dafio 
irreversible que lleva a la aparici6n de tejido necr6tico ( 2 ) .  
Para unas dadas condiciones de temperatura, frecuencia etc., un 
determinado tiempo de isquemia ( "breve" ) producira un dafio 
reversible con una disfunci6n mecanica transitoria que se 
normaliza durante la reperfusi6n. Para las mismas condiciones, 
tiempos de isquemia mas prolongados ("intermedios") conduciran a 
un estado diferenciado llamado "miocardio atontado1'. Esta entidad 
fisiopatologica consiste en una disminuci6n del estado contractil 
durante el period0 de reperfusion, el cual retorna a la 
normalidad en funcion del tiempo. Estos corazones no presentan 
las alteraciones histopatologicas que caracterizan a la injuria 
irreversible (89; 90) . 
En resumen, la severidad y la duration de la isquemia inciden 
sobre la profundidad de 10s cambios a nivel del metabolismo 
celular, a la vez que tienen un correlato en el desempefio 
mecanico y electric0 del miocardio. 
A continuacion, se describira brevemente algunas de las 
alteraciones mas estudiadas y consideradas prioritarias en la 
evolution de la isquemia y reperfusion cardiacas. 
a) Fosfatos de alta energia durante la isquemia yreperfusion 
El est&blecimiento de la isquemia hace que la gluc6lisis 
anaerobica sea la principal fuente de sintesis de nuevos fosfatos 
de alta energia, a partir de glucogeno como sustrato (91). Sin 
embargo, aun la maxima velocidad de production de fosfatos de 
alta energia (FAE) en condiciones anaerobicas resulta 
insuficiente para el mantenimiento del metabolismo celular, lo 
que conduce a una declination progresiva de las reservas 
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celulares de FAE, especificamente adenosina trifosfato (ATP) y 
creatina fosfato (CrP) (79) . Muchos procesos celulares y 
reacciones contribuyen a esta declinacibn del ATP y CrP. Por 
ejemplo, el ciclado continuo del ~a' por enzimas (en el 
sarcolema, reticulo sarcopl~smico y miofibrillas), la actividad 
permanente de ATPasas de transporte como la N~'/K' ATPasa y una 
gran variedad de reacciones enzimaticas (2). Estudios recientes 
indican que esta disminucion en 10s niveles de FAE durante la 
isquemia estaria a h  mas incrernentada. Esto se deberia a que la 
mayor causa de degradacion de ATP en esta situation es el gasto 
aurnentado del mismo por la enzima ATPasa mitocondrial (FOF1 
ATPasa) (92). Esta enzima no es otra que la ATP sintetasa 
mitocondrial funcionando de manera inversa. Con todo, el gasto 
incrementado de ATP se veria de alguna manera limitado por la 
presencia de una proteina de bajo peso molecular presente en la 
matriz mitocondrial llamada IFI. Esta proteina, en condiciones de 
acidosis como la que ocurre durante la isquemia, se une a la 
ATPasa mitocondrial disminuyendo su actividad (93). 
Trabajos realizados con corazones perfundidos de rata a 37OC, 
sin estimulacion externa, y sometidos a 35 min de isquemia (94) 
muestran que la concentracion inicial de ATP tisular (19,3 + 2,6 
wnol/g tej. seco) se reduce en un 40 % a 10s 8 min y se hace 
indetectable a 10s 20 min. El seguimiento con 31 P-NMR durante la 
isquemia muestra que el descenso en 10s niveles de ATP tiene un 
caracter bifasico: declina progresivamente durante 10s primeros 
6-8 min hasta alcanzar valores del 40% del control, entre 10s 9- 
14 rnin hay un plateau y finalmente una caida abrupta de 1-2 rnin 
de duracion hasta alcanzar valores indetectables (94). 
La CrP sufre una reducci6n atin mas acelerada cayendo en 2 rnin 
a1 50% de sus valores pre isquemicos y anulandose en 4 rnin (94). 
Paralelamente, se produce un rapido increment0 en las 
concentraciones tisulares de ADP, con un comportamiento 
inversamente proporcional a la caida en la concentracion de CrP 
(95) . 
El Pi, por su parte, aumenta paulatinamente con un t de 
alrededor de 12 min y alcanza, a 10s 22 min, valores cercanos a1 
350% de 10s preisquemicos (94) . 
Previsiblemente, la temperatura con la que cursa la isquemia 
es un factor determinante en la evolucion temporal de 10s FAE. 
Por ejemplo, trabajos realizados a 4 "C en corazones de ratas 
sujetos a 12 horas de isquemia indican que las concentraciones de 
ATP y CrP tisulares (medidas con RMN) tardan en caer 4 h y 1 h 
respectivamente ( 9 5 ) .  Es decir, que la reduccidn de la 
temperatura produce una importante caida en la velocidad de 
consumo deSFAE por parte del musculo. 
Todos estos efectos sobre 10s FAE inducidos por la isquemia 
son total o parcialmente reversibles si a la misma le sigue la 
reperfusion tisular. De hecho, en corazones de ratas perfundidos 
a 37OC y estimulados electricamente a 5 Hz (96), la reperfusion 
eleva 10s niveles de ATP a niveles cercanos a1 40% de 10s 
preisquemicos. Estos valores se mantienen constantes a lo largo 
de 10s 30 min de reperfusion. En cambio, la reinstauracion del 
flujo rapidamente eleva la CrP a sus valores controles y 
disminuye 10s niveles de Pi, aunque estos se mantengan alrededor 
de 2 veces mas altos que 10s preisquhicos (96). 
b) Acidosis durante la isquemia y reperfusion 
La suspension del flujo genera una disminucion del pH debido a 
diversos factores. Ehtre ellos, se verifica una acumulaci6n 
inicial de C02 (97), aumento en la relacion coenzimas reducidas / 
coenzimas oxidadas (e j : NADH/NAD) (98; 99) , f ormacion de acidos 
fijos (ej: acido lactico)(91) y produccibn de fosfatos 
inorganicos. En procesos isquemicos "moderados" el pH 
extracelular puede disminuir antes que el pH intracelular, pero 
en las isquemias "severas" (a mayores temperaturas, 
concentraciones de cat' etc) ambos caen con la misma evoluci6n 
temporal (100) . 
Los efectos descriptos de la caida del pH son mtiltiples. La 
acidosis altera el metabolismo oxidativo (101) y dafia a 10s 
miocitos (102), a la vez que la homeostasis ionica sufre grandes 
alteraciones. En muchos tipos celulares, la regulacion del pH 
intracelular se vincula con el intercambiador Nat-H' (103; 104) . En 
miocitos, el mecanismo no seria importante en la regulation del 
pH en condiciones normales (105), per0 podria participar 
activamente en este sentido en condiciones de isquemia y acidosis 
intracelular. La ganancia intracelular de ~a' que ocurre durante 
la isquemia (83;106) se explicaria entonces, a1 menos en parte, 
por un increment0 en la actividad del intercambiador Nat-H', 
sumado a la disminucion en el funcionamiento de la bomba 
sodio/potasio (105). Tambien el disminuido pHi con el que cursan 
10s primeros minutos de reperfusion podria explicar la ganancia 
adicional de Nat intracelular que se produce en este periodo, en 
el que la actividad de la N~'/K+ ATPasa se ve favorecida debido a1 
rapido increment0 de CrP y ATP. En efecto, para explicar este 
increment0 Lazdunski y col. (105) propusieron que la reperfusion 
podria estimular el intercambio Na'-H' debido a que en 10s 
primeros minutos el pH intracelular continua disminuido mientras 
que el lavado del espacio extracelular normaliza el pH 
extracelular creando un gradiente de H' que favorece el influjo 
de Na'. Por otra parte, en m~sculos cardiacos sujetos a isquemia 
y acidosis se report6 una disminucion en la velocidad con que 
declinan 10s cambios transitorios de ca" intracelular (107;108). 
Esta declination progresiva puede ser atribuida a una remocion 
lenta por parte del reticulo sarcoplasmico (RS) y posiblemente 
por el intercambiador Na'/catt que se ven afectados por la 
disminuci6n del pH intracelular y la acumulaci6n de Mg" que se 
producen durante la isquemia (109;llO). La reducida tasa de 
acumulacion de ca" por el efecto de la acidosis puede llevar a 
una reduccion en el contenido de Ca" del RS. Por otro lado, 
recientes trabajos sugieren que la liberation de ~ a "  a traves de 
10s canales sensibles a rianodina puede estar disminuida por el 
efecto conjunto de la disminucion del pH y el aumento en la 
concentraci6n intracelular de ~ g "  secundarias a la isquemia 111). 
La reperfusion eleva 10s niveles de pH intracelular hasta que 
alcanzan valores cercanos a 10s preisquemicos en apenas 2 o 3 
min. Puede decirse que se restauran 10s valores nornales de pH 
intracelular dentro de 10s 5 min de iniciada la reperfusibn, 
incluso luego de prolongados periodos de isquemia (112). 
C) Control del Ca" durante la isquemia y la reperfusion 
Si bien es aceptadd que la concentration intracelular de ca" 
es baja, su valor real, y consecuentemente sus modificaciones, 
permanecen sin una definicion real. Esto se debe, entre otros 
motivos, a la compartimentalizaci6n intracelular de este i6n, la 
que toma cada vez mas relevancia, asi como a la incapacidad 
actual de poder definir aspectos tales como 10s valores de fuerza 
ionica intracelulares. La concentracibn de Ca" libre citos6lico 
puede relacionarse con cambios en la homeostasis del ion a nivel 
de sus depositos intracelulares, cambios en el ingreso de Ca" 
desde el espacio extracelular o alteraciones en la afinidad de 
moleculas capaces de unirse a el (30;87). Dentro del miocito, el 
RS y la mitocondria pueden tanto liberar como secuestrar Ca". El 
intercambio entre 10s medios extra e intracelular puede darse a 
traves de 10s canales lentos de ~ a "  (ingreso), la ~ a "  ATPasa del 
sarcolema (extracci6n), el intercambiador ~a'-~a" (que puede 
funcionar en ambas direcciones) o a traves de cambios en la 
permeabilidad del sarcolema (por defectos estructurales y/o 
funcionales) (30;87). A su vez las miofibrillas, la calmodulina, 
10s fosfolipidos sarcolemales y 10s fosfatos inorganicos en 
suspension - entre otros - son capaces de unirse reversiblemente 
a1 ca" y variar sus concentraciones libres citos6licas (113) . La 
isquemia, a1 cambiar el pH intracelular, 10s niveles de FAE y las 
concentraciones de varios iones implicados en la homeostasis 
celular, altera practicamente todos 10s mecanismos involucrados 
en el manejo del Ca" (30;87). 
La isquemia miocardica induce un aumento moderado y progresivo 
en la concentraci6n de cat+ intracelular, segun se desprende de 
experimentos llevados a cab0 con RMN y con fluoruro BAPTA, un 
marcador especifico para medir Ca" intracelular (114). Los 
diferentes grados de sobrecarga intracelular de Ca++ se han 
asociado a 10s diferentes niveles de disfuncion contractil 
postisquemica y dafio tisular (113;115). 
Entre 10s mecanismos involucrados en la sobrecarga de Ca" que 
hasta el momento han sido postulados podemos citar: i) la 
inhibicion de las bornbas sarcolemales ATP dependientes para la 
extrusi6n de Ca", como consecuencia de la depleci6n de FAE 
116;117. ii) La remocion disminuida por parte del RS del ~ a "  
citos6lico debido a la elevacion intracelular de H' y Mg" 
(110; 118) . iii) Un aumento en el intercambio ~a'-~a" secundario a 
una sobrecarga de Na' intracelular debido a1 intercambio Na--H' 
(119) . iv) Desplazamiento de ~ a "  de su sitios intracelulares de 
"binding" por efecto de la acidosis (107). v) defectos 
estructurales que permitirian un ingreso pasivo de ca" a traves 
del sarcolema (120; 121; 122) . Estas alteraciones en la estructura 
de la bicapa lipidica serian secundarias a una depletion de ATP 
que modificaria profundamente la topologia de 10s fosfolipidos 
sarcolemales (122;123;124) e incluso el complejo citoesqueleto- 
sarcolema (125). Ademas, paralelamente con este proceso, el 
aumento del Ca" intracelular por otras vias podria activar rutas 
metabolicas que llevan a la ruptura de la membrana plasmatica 
(126;127) . 
Durante la reperfusibn se produce un importante increment0 del 
flujo de ~ a "  a1 miocito (128;129). Si bien 10s mecanismos 
subyacentes no estan aclarados, la imposibilidad de 10s 
bloqueantes calcicos para evitar este ingreso sugiere que el 
mismo no se debe a 10s canales lentos de cat+ (128;130). De la 
misma manera, 10s flujos pasivos de ~ a "  a traves de la membrana 
no parecen ser importantes en esta sobrecarga durante la 
reperfusibn (131) . 
3- Evaluaciones calorimetricas durante - la Isquemia Y Reperfusibn 
El hecho de que la aplicacion extensiva de la metodologia 
miotermica problemas fisiologico musculo 
cardiaco sea relativamente reciente explica el escaso nlimero de 
trabajos elaborados en el area fisiopatolbgica, particularmente 
en lo que respecta a la isquemia y reperfusion cardiacas. A esto 
debe sumarse el hecho que no todos 10s metodos calorimetricos 
utilizados para la evaluaci6n energetica del mhculo cardiaco 
permiten estudiar la evolution de la produccion de calor en 
corazones arterialmente perfundidos sometidos a isquemia y 
reperfusion. En efecto, el metodo basado en la evaluacibn de las 
dif erencias de temperatura arterio-venosas (54 ) no permite, 
obviamente, abordar situaciones experimentales que involucren la 
suspension de la perfusion tisular. Por otro lado, el metodo de 
las termopilas (49;56) limita el tipo de preparacion muscular con 
las que es posible trabajar a aquellas que son suficientemente 
delgadas (normalrnente musculos papilares) . En este tipo de 
preparacidn experimental se establecen gradientes de difusi6n 
(por ejemplo de oxigeno) (132) entre el mdsculo y el bafio que lo 
rodea, es decir que el aporte de oxigeno y nutrientes no se 
realiza a traves del lecho vascular y no puede hablarse de 
isquemia entendida como la suspension de flujo. El desarrollo de 
un metodo microcalorimetrico para te j idos perfundidos, que evalda 
la producci6n de calor del rn6sculo independientemente de la 
temperatura de trabajo y/o de la presencia de perfusion (471, 
permite abordar el estudio de la production de calor en corazones 
arterialmente perfundidos sujetos a suspensibn de la perfusion. 
Si bien en relaci6n a esta metodologia aplicada a este modelo 
experimental no hay bibliografia publicada, si la hay en 
preparados de septum de conejo bajo anoxia (47), una situation 
parcialmente vinculada a la isquemia. Estos trabajos evidencian 
las alteraciones que, bajo estas condiciones, se producen en el 
comportamiento energetic0 de 10s mecanismos no dependientes de la 
generation de fuerza, entre 10s que el transporte activo 
desempeiia un papel critico. En la recuperation post-anbxica o 
post-hipoxica severa, el musculo responde con un increment0 en la 
utilizaci6n de energia que supera 10s niveles pre-hipoxicos, a h  
con un desarrollo de fuerza significativamente disminuido (47). 
Finalmente, las evidencias indican que 10s mecanismos 
responsables de la homeostasis ionica se relacionan estrechamente 
con aquellos vinculados a la generation de fuerza, y que ambos 
son causa y/o dependen del recambio de energia (133;134). En 
consecuencia, deben considerarse integrada y simultaneamente a1 
evaluar la traduccion mecanico-energetica del mGsculo cardiaco. 
Esto, relevante de por si en condiciones fisio16gicasf cobra mas 
importancia aun durante la isquemia. Durante esta condicion 
patologica es el balance del sistema energetic0 el que se 
encuentra alterado y, en consecuencia, se ven comprometidos 10s 
mecanismos de 10s que depende de la recuperation celular. 
ob jetivos 
La finalidad ultima de este trabajo de tesis es contribuir a 
la caracterizacion de la sucesibn de eventos que ocurren durante 
la isquemia y reperfusion cardiacas. Para ello, se estudi6 la 
evolution mecanico-energetica del musculo cardiaco de rata 
sometido a las mencionadas condiciones. 
Dada la complejidad y superposition temporal de 10s cambios 
involucrados, una posibilidad para su comprensi6n es la 
conveniente reduction de las variables intervinientes. Para ello 
se trabajo con corazones de rata retroperfundidos de acuerdo a la 
Tecnica de Langendorff, a 10s que se les eliminb las auriculas y 
se 10s estimul6 electricamente. Esta preparacibn permite el 
adecuado control de variables tales como el flujo de perfusion, 
la temperatura, el medio extracelular, la frecuencia de 
estimulacion, las condiciones de carga y otras. 
Entre 10s diferentes metodos para producir isquemia, se opt6 
por la isquemia global con interrupci6n absoluta de flujo, que 
permite conocer con exactitud el area afectada por la suspension 
del flujo. 
Para la evaluaci6n del estado energetic0 del miisculo 
cardiaco durante la isquemia y reperfusion se estudib la 
liberacion de calor por parte del mismo (calorimetria de flujo). 
Los enfoques clasicos para la evaluation energetica del miocardio 
se basan en tecnicas de medici6n de consumo de oxigeno, 
partimetros mecanicos, fosfatos de alta energia tisulares, flujos 
glicoliticos y liberacion de calor (mioenergeticas). Los 
experimentos basados en la liberacion de calor son de particular 
importancia por permitir una evaluation continua de 10s procesos 
y porque se correlacionan temporalmente con 10s eventos mecanicos 
observados. De hecho, en el presente trabajo se cuantifico 1 
diferencio, mediante estudios miotermicos, 10s 4 componentes 
energeticos diferenciables que se manifiestan durante 
contraccion aislada. 
Especificamente se analizb el efecto que, sobre 10s 
ventriculos latiendo en estado estacionario, produce una isquemia 
y posterior reperfusibn (ambas de 45 minutos) a diferentes 
temperaturas. Se estudi6 el comportamiento de la produccibn de 
calor en relacion a la generacibn de presion, analizando 10s 
cambios en la economia para la generacibn de presion (como la 
relacion entre la maxima presi6n desarrollada y el calor total 
liberado). Se evaluo diferencialmente el comportamiento de la 
liberation de calor y sus inflexiones, incluyendo un analisis de 
componentes en presencia de fuerza, asi como la evolucion de 10s 
correlatos mecanicos. 
materiales y metodos 
1. Preparacion biologics 
Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (320-380 g) que 
fueron heparinizadas (1500 Unidades FEU. kg-') y sacrif icadas con 
una sobredosis de pentobarbital (100 mg.kg-l) administrada por via 
intraperitoneal. El corazon se retirb rapidamente del animal por 
toracotomia y se sumergi6 en solucion de Krebs (0.5 mM de ~a") a 
temperatura ambiente. Luego el m~sculo fue inrnediatamente 
canulado via aorta y perfundido en forma retrograda por el metodo 
de Langendorf f (135) . Para evitar el automatismo y tener absoluto 
control de la frecuencia de contraccion, se retiraron 
cuidadosamente las auriculas y se practico una pequefia incision 
sobre la base del septum, con lo que a 25 "C el musculo 
permanecia en reposo o con una frecuencia de contraccion 
espontanea menor a 0.3 Hz. En todos 10s casos el tiempo 
transcurrido desde la toracotomia hasta el comienzo de la 
perfusion fue inferior a 10s tres minutos. Desde el momento de la 
canulacibn el musculo se coloc6 dentro de un soporte de Kel-F en 
forma de anillo, construido especialmente para adaptarse a la 
chars interna del calorimetro. Seguidamente se introdujo en el 
ventriculo izquierdo un globo de latex de volumen regulable, 
conectado a traves de una cdnula a un transductor de presibn 
Statham tipo P23 Db, cerrando dicho ventriculo por medio de una 
sutura . 
Luego de concluida esta operacidn, el m6sculo incluido en el 
soporte fue introducido en un calorimetro como el que se muestra 
en la Figura 1 y se le conectaron 10s electrodos de estimulacion. 
La frecuencia de estimulacidn se control6 mediante un estimulador 
Grass SD 9. 
Los mmisculos fueron perfundidos dentro del sistema 
calorimetrico a 6.0 ml.min-' con una solucion de Krebs a 
diferentes temperaturas de acuerdo a1 protocolo experimental 
realizado. 
A1 finalizar cada experiment0 se removio el tejido del 
calorimetro y se le extrajo el agua superficial con papeles de 
filtro. Luego se pes6 en un recipiente previamente tarado y 
secado a 110 O C  hasta peso constante a fin de obtener el 
porcentaje de agua tisular. 
2. Mediciones miotermicas y mecanicas simultaneas 
Las mediciones miotermicas se realizaron utilizando el sistema 
calorimetrico mostrado en la figura 1. Si bien 10s detalles de la 
construccion y metodos de calibracibn del sistema calorimetrico 
han sido publicados "in extensorl, estos se presentaran a 
continuacion en forma resumida (12; 47; 5 7 )  . 
El calorimetro que se muestra en la Figura 1 esta 
confeccionado en cobre. Ha sido mejorado con respecto a1 original 
en sensibilidad y velocidad de respuesta. Utiliza dos juegos de 
a 1  aapl  i f i cador  
entrada d e l  
t r a s d u c t o r  de estimulo 
Sogorte de Kel-F 
Figura  1: Diagrama del cuerpo calorimdtrico. El calorimetro, una vez 
cerrado, se sumerge en un baiio termostatizado que por simplicidad del 
dibujo no se muestra en el diagrams. 
unidades termosensibles (Cambion-Cambridge Thermoionic) cada una 
con 127 unidades conectadas en serie y ubicadas entre la c5mara 
interna y la gran masa de cobre. El calorirnetro se sumerge en un 
bafio termostatizado que es controlado por un bafio de agua (frio- 
calor) que regula en k0.003 OC, y en el cual se mantiene en 
equilibria termico la solucibn de perfusibn. El musculo, 
perfundido con la soluci6n tkrmicamente equilibrada y montado en 
el soporte de Kel-F, se coloca en la ckmara interna del 
calorimetro. La produccibn de calor se evalua entonces por la 
diferencia de temperatura entre las paredes internas (en contacto 
con el musculo) externas (en contact0 con el bafio 
termostatizado) del calorimetro. La sefial de las unidades 
termosensibles fue amplificada convenientemente y registrada 
sobre un poligrafo Grass modelo 7H. El hecho de que las 
mediciones de flujo de calor entre el bafio y la caara interna 
Sean diferenciales hace que la respuesta calorimetrica para una 
cantidad fija de calor, sea independiente de la temperatura a la 
que se realizan las mediciones. 
Cuando cantidades conocidas de calor son aplicadas a la chara 
interna del calorimetro, las unidades termosensibles responden en 
proporcibn a la potencia aplicada. Si la adicion de energia es 
mantenida, el flujo de calor alcanza un nuevo estado estacionario 
visualizado como un " plateau l1 en el registro. En el rango de 
perfusion utilizada en las distintas preparaciones, la respuesta 
calorimetrica alcanz6 un llplateaulf dentro de 10s dos minutos una 
constante de velocidad de alrededor de 0.03 s-'. 
La calibracion del calorimetro se llevo a cab0 por dos 
metodos. Por pasaje de una onda de 2.1 kHz a traves del musculo 
por medio de 10s electrodos de estimulacibn segun el metodo 
descripto por Ponce-Hornos, Ricchiuti y Langer (47) y por pasaj e 
de una corriente continua a traves de una resistencia de valor 
conocido y calculando la potencia por la relacion I~R, donde I es 
la corriente y R la resistencia. Los valores obtenidos por ambos 
metodos fueron coincidentes. Se utiliz6 rutinariamente el primero 
de ellos porque permite realizar calibraciones en cualquier 
momento durante el experiment0 , atm teniendo a1 musculo bajo 
estimulaci6n (47). Estas calibraciones permiten obtener factores 
(factores de conversion) que permiten convertir deflexiones 
obtenidas en el poligrafo en potencias conocidas (es decir, en 
liberation de calor por unidad de tiempo). Una misma cantidad de 
calor liberada en la chara del calorimetro producira una 
distinta deflexion de la aguja del poligrafo s e m  haya o no 
perfusion a1 sistema. De esta manera, se obtienen factores de 
conversion obtenidos en presencia de perfusion (factores 
"hhedos", F,) y en ausencia de la misma (factores "secos", Fs) . 
Sin embargo, la suspension de la perfusion no produce el cambio 
inmediato desde el Fh a1 Fs. Por ese motivo se estudio la 
variation del factor de calibracion en funcion del tiempo de 
interrupcion de la perfusion. Para ello, en una serie de 5 
experimentos se interrumpio la perfusion en presencia y en 
ausencia de una potencia conocida aplicada en el interior del 
calorimetro. De la diferencia punto a punto entre ambas sefiales 
calorim~tricas result6 el cambio de la sefial de la potencia 
debida solarnente a1 cambio del factor de calibration. De estas 
calibraciones se dedujo la siguiente f6rmula que refleja la 
evolucidn temporal del cambio de un factor a otro: 
FS (t) = Fh (e) * { 1 - 0.56 * [l - exp (-0.0195 * t)]) 
donde : 
t = tiempo 
F h  (e) =-fh estable, luego de un t "infinitom de iniciada la 
perfusion 
Por otra parte, la perfusi6n entra a1 calorimetro con una 
cantidad finita de energia dada por el product0 entre la presidn 
de perfusidn y el flujo. Esta energia es disipada como calor en 
la cdmara interna del calorimetro por lo que esta contribuci6n 
debe sustraerse a las mediciones calorimetricas. La misma se 
evalu6 como (4 7 )  : 
donde : 
Hpp = cantidad de calor medido dependiente de la presi6n y 
del flujo (mW) 
PP = presibn de perfusibn (en mrn de Hg) 
V = flujo (m1.mi.n-l) 
La presion de perfusion a la entrada del calorimetro (justo antes 
de la canula de perfusion) se registro durante todo el 
experimento utilizando un transductor de presi6n Statham P23 Db 
cuya sefial fue recogida en uno de 10s cuatro canales del 
poligrafo Grass 7H. El flujo se mantuvo constante durante cada 
experimento mediante una bomba peristaltica Gilson Minipuls 2. 
La generacion de presion en la cavidad ventricular se registr6 
tambien a traves de un transductor de presibn identico a1 
utilizado para la presion de perfusion, que fue conectado a uno 
de 10s canales del poligrafo. El cuarto canal se utilizo para 
derivar la sefial recibida por este transductor. Tanto las 
mediciones mecanicas como energeticas presentadas en este trabajo 
fueron realizadas a un volumen intraventricular optimo para la 
generacion de fuerza, que se determino a1 comienzo de cada 
experimento. 
El calor liberado por cada contraction o calor activo (~'a) se 
evalu6 por la diferencia entre el calor producido durante la 
estimulacion bajo estado estacionario (Ht) y el producido en 
ausencia de estimulacion (Hr) . Luego esta diferencia se dividio 
por la frecuencia ( f )  a la que el mfisculo fue estimulado: 
(Ht-Hr) /f = ~a/f=~'a 
En resumen, este metodo permite un completo control de un 
importante nhero de parhetros como frecuencia de estimulaci6n, 
temperatura de trabajo, composici6n del liquid0 de perfusion, 
caudal de perfusion etc. 
Por otra parte, es posible registrar continua y 
simultaneamente: a) presion de reposo (PR), b) maxima presion 
desarrollada (Pmax), c) velocidad maxima de contraccion (+PI, d) 
velocidad maxima de relajacibn - P I  e) presi6n de perfusi6n 
(PP) , f) produccion de calor total (Ht) , g) produccion de calor 
asociada a1 reposo mecSnico (Hr) . Ademas de estos parhetros 
mecanicos y energeticos se evaluaron tiempos caracteristicos del 
evento contractil (figura 2): desde el inicio de la contraccion 
hasta la maxima velocidad de contraccion (tcl), desde +P hasta 
que la presion generada se hace maxima (tc2), desde este punto 
hasta la maxima velocidad de relajacion (trl) , y finalmente desde 
-P hasta el fin de la contraccion (tr2) . Resulta entonces que el 
tiempo hasta que se produce la tensi6n pico (tTP) es la suma de 
tcl y tc2 y que tiempo total de relajacion (tR) la suma de trl y 
tr2. 
Se calcularon tambien las relaciones +P/P y -P/P como indices 
de las capacidades de contraccion y relajacion del tejido 
independientes de 10s cambios producidos en la presion 
desarrollada. 
Los registros mecanicos para determinar 10s tiempos 
contraccion de latidos individuales fueron realizados a una 
velocidad de papel de 50 mm.s-l. 
Figura 2: R e p r e s e n t a c i o n  e s q u e m a t i c a  d e  u n  t r a z a d o  de  t e n s i d n  isometrics 
( p a r t e  s u p e r i o r )  y s u  p r i m e r a  d e r i v a d a  ( p a r t e  i n f e r i o r ) .  La r e p r e s e n t a c i d n  
es e q u i v a l e n t e  a  l a  que se o b t i e n e  de u n  t r a z a d o  de d e s a r r o l l o  de p r e s i o n  
e n  c o n d i c i o n e s  i s o m e t r i c a s .  En l a  f i g u r a  se i n d i c a n  10s p a r a m e t r o s  
m e c a n i c o s  e v a l u a d o s .  T :  maxima t e n s i o n  d e s a r r o l l a d a ;  +T: maxima v e l o c i d a d  
de d e s a r r o l l o  de  l a  f u e r z a ;  -T:  maxima v e l o c i d a d  de r e l a j a c i o n ;  t T P :  t i e m p o  
a  l a  t e n s i o n  p i c o ,  que i n c l u y e  tC1 y t C 2 ;  t R :  t i e m p o  de  r e l a j a c i o n ,  que 
a b a r c a  t R 1  y t R Z .  
3. Soluciones 
La solucion que se utiliz6 para la perfusion en condicion 
control contenia (en mmoles/l): NaCl 128.3; KC1 6.0; CaC12 0.8; 
S04Mg 1.05; NaHC03 25; NaH2P04 0.35 y glucosa 11. El estudio del 
calor de reposo (Hr) y las contracciones aisladas durante la 
isquemia se realiz6 con una soluci6n de perfusion similar per0 
con una cantidad menor de CaC12 (0.5 mM) . Todas las soluciones 
fueron continuamente burbujeadas con una mezcla gaseosa que 
contenia 95% de 02 y 5% de C02 (Ph 7.3 - 7.4). 
La perfusion con BDM, un inhibidor de la actividad 
actomiosinica, se realizb con el mismo liquid0 de perfusion 
descripto. 
Para la concentracion de calcio de 0.8 mmoles/l se calculo que 
la actividad de ~ a "  se encuentra entre 0.205 y 0.225. El calculo 
se realizo utilizando el programa IONMIX (86). 
4. Estadistica 
Se utiliz6 el criterio de cuadrados minimos tanto para 10s 
ajustes de 10s puntos obtenidos a partir de 10s registros 
calorimetricos temporales como para las regresiones entre dos 
pariimetros experimentales. Para 10s ajustes no lineales se 
utilizo un programa basado en el algoritmo de Marquardt (CRISP 
software). Las rachas surgidas de 10s ajustes se estudiaron por 
medio de un test de signos (136) y las comparaciones entre 
ajustes obtenidos con diferente nlimero de componentes se hicieron 
por un test de Fisher (136). 
Para las comparaciones de tipo apareado se utilizo un test de 
"t" para muestras apareadas. Para las comparaciones no apareadas 
entre grupos se utilizd Anova de 1 factor. En todos 10s casos se 
consider6 significative el nivel de ~ ~ 0 . 0 5 .  Todos 10s resultados 
se expresan en forma de media 2 error estandar (ES). 
Los resultados calorimetricos se expresan por gramo de tejido 
seco salvo que se indique lo contrario. 
Los resultados mecanicos se expresan en miliNewton Par 
milimetro cuadrado (mPJ/rnrn2) . 
5. Protocolos experimentales bajo estimulacion estacionaria 
Antes de montar el musculo en la cdmara del calorimetro, se 
obtuvieron registros de las variaciones de calor que producen en 
la misma el inicio y la suspension de la perfusion (lineas de 
base). Los valores obtenidos fueron, en la etapa de reduccion de 
10s datos, sustraidos de aquellos tornados durante la reperfusion 
e isquemia cardiacas. 
Una vez montado el m6sculo en la cdmara calorimetrica se lo 
llevo a la longitud optima para la generacion de presion, 
aumentando paulatinamente el volumen del balon de latex inserto 
en el ventriculo izquierdo (VI). Luego se esper6 un minimo de una 
hora para empezar con el experimento, que es el tiempo que 
asegura la reestabilizacibn del sistema. Durante todo este lapso 
se perfundi6 con una soluci6n que contenia 0.5 mM de ~a": Luego 
de este periodo, se cambib el liquid0 de perfusion por uno que 
contenia 0.8 mM de ~a+*. En aquellos corazones que se encontraban 
en arresto mecanico, se determin6 entonces el Hr y luego se 
inici6 la estimulacion electrica con pulsos cuadrados de 5 ms a 
1.5 Hz. Se utilizo un voltaje de estimulaci6n un 20 % por sobre 
el voltaje umbral, por lo que la estimulacion usualmente result6 
de 5 V. 
Cuando la produccion de calor y 10s parhetros mecanicos 
llegaron a un estado estacionario (a la frecuencia de 
estimulacion de 1.5 Hz) se obtuvieron trazados mecanicos a alta 
velocidad (50 mm/s). De este mod0 fue posible registrar el 
desarrollo de presi6n de un latido individual. Una vez 
registrados 10s parhetros mecanicos y miotermicos en el estado 
estacionario (situaci6n preisqu6mica) se procedi6 a la suspension 
total del flujo para producir isquemia (Isq) global sobre el 
musculo. El reinicio del flujo sobre el coraz6n da lugar a la 
reperfusion (Rep). Durante todo el tiempo que dura el experiment0 
se realizan registros de la actividad mecanica y de produccion de 
calor por parte del musculo. 
De acuerdo a la preparacion antes descripta, se estudi6 
mecanico-energeticamente la Isq y Rep (45 minutos cada m a )  en 
10s siguientes grupos experimentales: 
Grupo 35 (C35): miocardios de rata a 10s que se les practic6 
Isq y Rep a 35 O C .  
Grupo 30 (C30): miocardios ae rata a 10s que se les practic6 
Isq y Rep a 30 O C .  
Grupo 25 (C25): miocardios de rata a 10s que se les practic6 
Isq y Rep a 25 O C .  
Un esquema de 10s metodos experimentales y protocolos 
utilizados (se tom0 como referencia un protocolo a 30 O C )  puede 
verse en la Fig.3. 
6. Estudio del calor de reposo (Hr) 
--- -
Para estudiar la evaluacion del calor de reposo (Hr) durante 
la isquemia se siguieron 10s mismos pasos iniciales que en 
condiciones de estimulacion estacionaria a 1.5 Hz. Una vez que el 
musculo fue llevado a su longitud optima, se suspendi6 la 
estimulacibn electrica y se dejo estabilizar el preparado durante 
30 min. Se utiliz6 durante todo el tiempo una solucion Krebs 
conteniendo 0.5 mM de cat' y, una vez alcanzados parhetros 
mecanicos y miotermicos estables, se suspendi6 la perfusion. En 
estos casos el period0 de isquemia analizado fue de 20 min. 
Con el objeto de estudiar la fase inicial de la reperfusibn, 
se realize una serie de experimentos en ausencia de estimulaci6n 
electrica. Se siguieron 10s mismos pasos iniciales que para el 
estudio del Hr, per0 10s musculos fueron perfundidos durante 10s 
corazon aislado 
de rata 
D 
remocihn de perfusibn Krebs [Ca++] 0.8 mM 
aur~culas 6 mltmin 
5%C02 95%02 
bal6n v.i_ 
calorimetro [ 30 'C ] 
est abilizacidn 
1-5 Hz - 
condici6n basal PP-PR-PD 
F i g a r a  3: Esquema de 10s metodos experimentales y protocolos utilizados 
para el estudio mecdnico-energetic0 del mtisculo cardiac0 durante 45 min de 
isquemia y 45 min de reperfusidn. 
Experiment0 tipo a 30 OC y 1.5 Hz de estimulacion. 
45 min de Isq y 45 min de Rep con un Krebs conteniendo 10 mM de 
BDM (2,3-Butanedione Monooxima) marca Sigma. Esta droga actua 
inhibiendo la interaction actomiosinica. 
7.- Estudio de contracciones aisladas 
-
El efecto de la isquemia sobre las contracciones aisladas se 
estudi6 en 5 m6sculos. Pasado un period0 inicial de 
estabilizacion de 30-40 min sin estimulacibn electrica, en Krebs- 
6 mM K y 0.5 mM C1,Ca perfundido a raz6n de 6 ml/min, el musculo 
se estimulo a 0.167 Hz con pulsos de aproximadamente 5 V-5 ms y 
se llev6 a longitud optima. Alcanzado el estado estacionario. se 
suspendio la estimulaci6n y se esper6 30 min hasta el 
establecimiento de un estado de reposo estable. En estas 
condiciones se midi6 el calor de reposo (Hr). A continuation se 
efectuaron latidos aislados con pausas entre latidos de a1 menos 
5-10 minutos. Los registros miotermicos de un latido se 
efectuaron a alta sensibilidad (minima seiial registrada de 40 pV 
y un ruido electric0 de 1 pV a maxima ganancia) y velocidad de 
papel (25 a 50 mm/s) a fin de captar las oscilaciones en el flujo 
de calor. 
Una vez realizados varias contracciones aisladas en presencia 
de perfusibn (controles) y determinado el calor de reposo control 
(Hr) se inici6 la isquemia interrumpiendo la perfusion. Se 
registr6 el cambio de la seAal calorimetrica y se efectuaron 2 
contracciones aisladas en 10s 10 primeros min de isquemia. 
A partir de la diferencia entre la sefial calorimetrica 
producida por el mcsculo a1 cortar la perfusion y la producida 
por el corte de perfusion en ausencia de m~sculo, y teniendo en 
cuenta el factor de calibraci6n calorim6tric0, se obtuvo el calor 
de reposo (en mW/g) durante la isquemia. El calor total liberado 
por latido (en mJ) se midi6 como el area bajo la curva de flujo 
de calor encima de la linea de base correspondiente a1 reposo 
mecanico . 
La digitalization de la sefial calorimetrica se efectuo ya sea 
manualmente o por adquisicion mediante un convertidor A/D (Data 
Translation DT 2808), a frecuencia de 25 punt0s.s-' durante 10s 
primeros 10 s y de 2.5 punt0s.s-' durante el resto del registro. 
Las curvas digitalizadas a mano se corrigieron por curvatura del 
registro del poligrafo y se interpolaron 10s puntos de la linea 
de base de acuerdo a 10s trazados de calor de reposo (en 
contracciones aisladas). Cuando ajustes no lineales con diferente 
nlimero de componentes fueron aplicados a una misma curva de flujo 
de calor vs. tiempo, y 10s coeficientes de correlacion fueron 
comparables, la bondad del ajuste se evalu6 mediante la prueba 
Fisher para las respectivas varianzas (136). 
Las respuestas miotermicas obtenidas con latidos aislados 
pudieron ser ajustadas a una combinacibn lineal de funciones del 
tipo dado por la Ec. 1 (134). El analisis asume que todos 10s 
componentes de generacion de calor se inician simultaneamente a 
tiempo cero. El metodo ajusta simul taneamente "n" componentes 
cuya funcidn de ajuste esta basada en una ecuacion de tipo 
difusional para ldmina plana con retardo exponencial en la 
detection por parte de las unidades tennosensibles (143) (Ec.1): 
donde, para simplificar la ecuacion, D representa la funcion 
difusional : 
Y 
D = [&.e-a-t-8.p-2.~ Ai.e-ai-t] 
i=O 
donde : 
& = (m. 4 .P-~.R-') 0.5. tg[ (m. 4 .~-~.8-') 0*5] 
m = constante de velocidad de enfriamiento de las unidades 
termosensibles 
A = constante de retardo en la difusi6n 
y t es un parhetro de ajuste. 
Para un tiempo prolongado de estimulacion (estado 
estacionario) H, tiende a H,, que es la potencia constantemente 
aplicada ( 4 7 ) .  Los valores de f3 y m variaron principalmente con 
el flujo de perfusion (rango de 0.02 a 0.04 s-' para m y 0.3 a 0.6 
s-' para R) siendo ambos reproducibles para una dada condicion. 
Los registros de calor de latidos aislados fueron ajustados a 
una cornbinacion lineal de 3 o 4 componentes. El nhero minimo de 
componentes de cada registro se establecib por aplicacion de la 
prueba de Fisher a 10s ajustes con distinto nhero de 
componentes. La liberacion de calor de un latido aislado control 
pudo dividirse en cuatro componentes (134). Los registros 
miotermicos de 10s latidos aislados isquemicos se ajustaron a 4 o 
a 3 componentes, dependiendo del tiempo de isquemia. Los 
partimetros m y D fueron estimados en cada musculo ajustando 10s 
enfriamientos calorimetricos posteriores a la aplicaci6n 
mantenida de una onda sinusoidal de alta frecuencia (que no 
estimula a1 musculo). Los diversos m ajustados sobre el musculo 
resultaron similares a1 determinado por calibration de las 
unidades termosensibles con resistencia electrica (0.030 + 0.002 
s ) .  La curva total del registro miotermico de un latido aislado 
se ajust6 hasta el comienzo del enfriamiento final. 
Los componentes energeticos del registro miotermico de un 
latido fueron denominados HI, HZ, H3 y H4 de acuerdo a la 
secuencia en sus tiempos de evoluci6n maxima (tp) F i g 4  Las 
energias de cada componente se calcularon a partir de la integral 
de la curva de generacion de 10s mismos hasta el tp, mas la 
integral de su correspondiente enfriamiento calorimetrico (134). 
Figura 4 : Respuesta miotermica digi ta l izada correspondi ente a una 
contraccidn aislada,  ajustada a una combinacidn l inea l  de 4 funciones de 
t i p0  d i fus ional ;  en condiciones normales de perfusion,  10s componentes a s i  
def in idos  pudieron relacionarse con eventos celulares que ocurren durante 
l a  contraccidn: H l  (primer componente) : union de ca lc io  a s i  t i o s  
in tracelulares  como l a  Troponina C (Tn C); HZ (segundo componente): 
remocidn del calc io  c i tosd l ico  y mantenimiento de l a  homeostasis ionica;  H 3  
( tercer  componente) : c i c la j e  actomiosinico; H 4  (cuarto componente) : 
actividad mitocondrial calc io  dependiente. 
resultados 
Con el objeto de simplificar la exposicion y analisis de 10s 
procesos observados, 10s resultados se expondran en forma 
secuencial en dos partes. Aquellos correspondientes a 10s eventos 
que ocurren durante la isquemia estar6n agrupados en la Parte A 
(Isquemia). Los resultados asociados a la reperfusion 
incluiran en la Parte B (Reperfusion). 
Un registro digitalizado del proceso complete, es decir, la 
respuesta miotermica ante el corte de perfusion y posterior 
reinicio del flujo de perfusibn, se representa en la Fig. 5. 
Isq. Rep. 
t (min) 
F i g u r a  5: Evolucidn temporal de l a  produccidn de calor (H) de un musculo 
cardiac0 durante 45 min de isquemia y 45 min de reperfusidn en un 
experiment0 realizado a  3 0  OC. I s q . :  isquemia. Rep.: reperfusidn.  
1. Isquemia 
a) Evolucibn mecanica durante la isquemia 
para 
Tabla se muestran 
distintos previo inicio 
mecanicos promedio 
isquemia 
(preisquemicos) . 
Los valores preisquemicos de +P fueron: 328 f 23 mN*nmi2.s-' 
para C25, y 365 f 21 m~*rtun-~.s-' y 408 f 21 mN*mni2.s-' para C30 y 
C35 respectivamente. Los valores de -P fueron de 167 f 11 mN*mm- 
2 -1 
.s para C25, y 262 f 59 m~*mm-~.s-' y 360 f 18 m~*mm-~.s-' para 
C30 y C35 respectivamente. La -P se increment6 con la 
temperatura, mostrando la activaci6n que se produce en 10s 
mecanismos intervinientes en la relajaci6n con la temperatura. La 
correlacion lineal entre ambos par6metros fue: pendiente = 0.01 
mN/mm2*s2; ordenada a1 origen = 19.7 mN/mm2*s; r = 0.867; p<0.01. 
La relacion +P/-P tambien mostr6 una correlacion estadisticamente 
significativa con la temperatura, con una ordenada a1 origen = 
37.2, pendiente = -5.0, r = -0.642 (pC0.05) . 
En la Tabla I, observese la disminuci6n de la Pmax con la 
temperatura. La Fig.6 muestra la correlacion existente entre el 
aumento de la temperatura y la disminuci6n de la Pmax. 
En la Tabla I1 se resumen 10s valores preisquemicos de 10s 
tiempos en 10s que se dividi6 el evento contractil (ver 
Materiales y Metodos). Notese 10s efectos del increment0 de la 
temperatura en la evolucion temporal de la contracci6n. Estos 
Tabla I. Parhmetros mechnicos preisqu6micos bajo diferentes 
condiciones experimentales. 
Gnrpo Pmax PR PP +PI-P 
(mN/mm2) (mN/mm2) (mN/mm2) 
C25 3 2 e  10*1 20i2 1,7*0,1 
(n=6) 
C30 30*3 9*1 16k1 1,5f 0,3 
(n=5) 
C35 24i1 8*1 1 6 s  l , l f0 ,1 
(n=4) 
Valores medios kES de 10s parimetros mednicos previos al inicio 
de la isquemia. 
Pmax=maxima presion desarrollada. 
PR=presion de reposo. 
PP=presion de perfusion. 
+PI-P=relacion entre la maxima velocidad de contraction y la maxi- 
ma velocidad de relajacion. 
P 
max 
Temp ( OC ) 
Figura 6: Maxima presidn desarrollada (hnax) en funcidn de las temperaturas 
de trabajo de 10s distintos grupos. La correlacidn entre ambos parametros 
did como resul tado: Ordenada a1 origen: 53.3 mN/mm2; pendiente: -0.82 
m ~ / m m ~ * ~ ~ .  Ndtese la disminucidn de la Pmax con el aumento de la 
temperatura. (0) : grupo C25; (0)  : grupo C30; (A) : grupo C35. 
Tabla 11. Pardmetros temporales preisqu6micos bajo diferentes 
condiciones experimentales. 
Grupo ~ T P  kl t~ 
(ms) (ms) (ms) 
C25 164*8 # 90i5 379S8* 
(n=6) 
C30 '- 82k14 241 k17" 
(n=5) 
C35 1 1 6 s  6 9 6  126i2 
(n=4) 
- 
Valores medios i ES de 10s parametros temporales previos a la isquemia 
en 10s que se dividio el evento contractil (ver Metodos). 
tTP: tiempo a la tension pico. 
tcl : tiempo hasta la maxima velocidad de contraccion. 
t ~ :  tiempo de relajacion. 
* p<0,05 vs. C30 y C35. 
* p<0,05 vs. C25 y C35 
# pe0.05 vs. C35 
efectos son: una disminucion del tiempo de relajacion con un 
acortamiento en 10s tiempos en que se producen la maxima presi6n 
desarrollada y la maxima velocidad de relajacion. 
La suspension de la perfusion produjo una rapida caida en la 
PP con un tS0 de 0.8 + 0.1 s que no fue diferente 
estadlsticamente entre 10s distintos grupos. Un aspect0 
experimental que debe ser recordado aqul es que la estimulacion 
electrica a 1.5 Hz con pulsos de 5 V y 5 ms de duracion no fue 
suspendida durante el period0 isquemico. Esto es importante ya 
que implica que 10s mecanismos asociados a la excitacidn muscular 
permanecen activos. En consecuencia, existe una fraccion de 
energia liberada asociada a 10s mismos. Como resultado de la 
aplicacion de la isquemia global, 10s musculos disrninuyeron el 
desarrollo de P hasta su desaparicion. El tiempo hasta la 
desaparicion del registro de la P es variable y la cinetica de la 
caida de la Fmax fue estudiada en todos 10s grupos. Debe hacerse 
notar que para el analisis de la P la amplification de registro 
fue incrementandose a medida que la P disminuia. La desaparicion 
de la misma se verificb a una multiplication 20 veces mayor que 
la utilizada para el registro de la condicion control. 
La evoluci6n de la Pmax durante la isquemia pudo ser 
representada por la suma de 2 funciones exponenciales del tipo: 
F ( t )  = A, * exp (-6, * t) + A ~  * exp (-6, * t) (Ec. 1) 
donde : 
t =  tiempo 
A, = factor preexponencial de la componente "rapida" 
6. = cte de velocidad de la componente "rapidart 
Al = factor preexponencial de la componente "lenta" 
0, = cte de velocidad de la componente "lenta" 
a todos 
La Fig. 7 muestra la evoluci6n de la Prnax durante la isquemia 
de un experiment0 tipo a 25 OC, y su ajuste a la suma de 2 
funciones exponenciales. Las constantes de tiempo de estas 
funciones difirieron marcadamente (alrededor de 5 veces mayor una 
que la otra), por lo que nos referiremos a la existencia de una 
funci6n exponencial "rapidat' y una funci6n exponencial "lenta". 
Como se ha discutido previamente (ver Introducci6n), 10s 
eventos que ocurren durante la isquemia son dependientes de la 
temperatura. Se aplico la Ec.1 10s experimentos 
realizados a distintas temperaturas. 
En la tabla I11 se muestran 10s valores medios de las constan- 
tes de velocidad resultantes del ajuste no lineal de 10s datos 
experimentales a una ecuacion del tipo de la Ec.1. Se observa que 
existe un increment0 de las constantes de velocidad "lentas" (61) 
con la temperatura de trabajo. Los B,, por su parte, no fueron 
influenciados por la temperatura. 
Del estudio de la relaci6n entre las constantes de velocidad 
"lentas" y la temperatura, se obtuvo un comportamiento lineal 
entre anbas variables, lo que se muestra en la Fig. 8. A partir 
100 150 200 
duracion d e  la Isquemia (seg) 
Figura 7: Maxima presidn desarrollada (&ax) en funcion del tiempo de 
isquemia en un experiment0 a 25 OC. (0) : puntos experimentales (. ) : valores 
de las funciones a justadas. 
Tabla Ill. Constantes de velocidad de la disminuci6n de la 
P, durante la isquemia. 
Grupo PI Pr 
(s" ) (s-' ) 
C25 (1 0 1  ) x 3  (50,6~7,0)x10" 
(n=6) 
C30 (1 2,1k0,8)x10" (58,8*11,8)x1 o - ~  
(n=5) 
C35 (14,5i0,1)xlO" (157,2~1,1)xl0" 
(n=4) 
Vaiores medios * ES. Constantes de velocidad "lentas" 
( PI) y "rapidas" (pr) de una funcion del tipo suma de dos 
funciones exponenciales 
P,=maxima presion desarrollada. 
Figura 8 : Corre lac i6n  l i n e a l  entre l a s  cons tan t e s  d e  ve loc idad  " l e n t a s "  (El) 
y l a  teznperatura de t r a b a j o .  Las iS1 provienen de l  a j u s t e  d e  l a  ca ida  de  l a  
mdxima pre s i6n  desar ro l l ada  en func i6n  d e l  t iempo d e  i squemia ( s l  . Dicha ca ida  
se a j u s t 6  a una func i6n  gue r e s u l t a  d e  l a  suma de  2 f unc iones  exponenc ia l e s .  
Ordenada a1 o r i g e n :  7.8*10-3 s-1; pendien te :  0.4*10-3/s*OC. (01:  grupo C25; 
(0) : grupo C30; (A) : grupo C35. 
de la recta calculada se obteniene el coeficiente Qlo para el 
cambio de 131 en funci6n de la temperatura, segitn la ecuacion 
(24) : 
Ql0 = antilog 0 T I  - T )  * log Kl/k2) 
donde : 
T1 y TZ son las temperaturas usadas 
K, y K2 son 10s valores de 10s parhetros estudiados a 
las temperaturas T1 y T2 
Dicho Qlo result6 ser de 1.43, valor que es bajo para procesos 
de tipo metab6lico. 
Dado que la Rnax durante la isquemia responde a una ecuaci6n 
del tipo de la Ec.1, 10s procesos involucrados pueden estudiarse 
como regidos por 2 componentes cuyos valores a t=O se evaluan a 
partir de 10s productos: 
13, * Arlf (Cl) (componente "rapidow) 
Y 
6 1  * AJf (C2) (componente "lentor') 
donde f es la frecuencia de estimulacion. 
Puede entonces interpretarse a C1 y C2 (componentes "rapidos" 
y "lentos" respectivamente) como una medida de la contribucion de 
cada componente en el desarrollo de la Pmax en un latido en 
condiciones control (137) . 
La tabla IV muestra 10s valores medios de C1 y C2 para 10s 
distintos grupos. Notese que, en cada grupo, C1 y C2 difieren 
marcadamente (p<0.01) . 
La Fig. 9 muestra, mediante un grafico de barras, las medias 
de 10s productos C1 y C2 a las diferentes temperaturas. 
La evolucion de la PR muestra que esta experimenta profundos 
cambios a lo largo de 10s 45 min de isquemia. Su estudio permite 
distinguir de 3 a 4 fases, dependiendo de la temperatura de 
trabajo. Tanto el niunero de fases como la magnitud de 10s cambios 
observados y la duration de algunos de ellos mostraron 
variaciones con la temperatura (Fig. 10). En general para todas 
las temperaturas estudiadas se registra: a) una fase inicial de 
caida relativamente rapida (fase 1) b) una fase de mantenimiento 
de 10s valores de PR alcanzados a1 final de la fase 1 (fase 2) y 
c )  un period0 de rapido aumento hasta alcanzar un- valor maximo 
(fase 3). Si bien a 25 OC no se observa, a 30 y 35 OC se registra 
una fase de caida con respecto a1 valor maximo alcanzado durante 
la fase 3 (fase 4 ) .  Esta caida es mas notoria a mayores tempera- 
turas (ver Fig. 10, B y C) . El increment0 de la temperatura no 
modific6 ni la magnitud (ver Tabla V) ni el tiempo de ocurrencia 
de la fase 1, que finaliz6 en 44 6 s en todos 10s grupos. 
Ademas, a temperaturas mayores se acortd el tiempo en que la PR 
se mantiene estable (fase 2), se incrementaron 10s maximos 
valores porcentuales de PR alcanzados durante la fase 3 y se 
acort6 el tiempo en que se alcanzan 10s mismos (ver Tabla V). 
Tabla IV. Componentes "r8pidas" y "lentas" de la caida 
de la P, durante la isquemia. 
Valores medios i ES de 10s productos "rapidos" y 
"lentos" (C1 y C2) calculados wmo prxAr/f y 
plxAl/f respectivamente. 
# p<0,05 vs. C2 correspondiente. 
Figura  9:  Componentes "rapidas" ( C l )  y " l e n t a s "  (C2) d e  ca ida  d e  l a  maxima 
p r e s i o n  d e s a r r o l l a d a  (Rmaxldurante l a  isquemia a 25,  30 y 35 "C. A,, A l ,  A r  
y B1: parametros ob ten idos  de  a j u s t a r  l a  Pmax en funcidn d e l  t iempo d e  
isquemia a l a  suma d e  2 funciones exponenc ia les .  f: f recuenc ia  d e  
es t imulac ion  ( 1 . 5  H z ) .  
t (mini 
t (min) 
t (min)  
Figura 10:  Evolucidn d e  l a  p r e s i d n  d e  r e p o s o  (PR) en funcidn d e l  t iempo d e  
isquemia en experimentos a 25,  30 y 35 OC (A, B y C r e s p e c t i v a m e n t e )  . 
Obskrvese ,  en B y C ,  l a  disminucidn d e  l a  PR durante  10s  ~ j l t i m o s  minutos  d e  
isquemia ( f a s e  4 d e  l a  evo luc idn  d e  l a  PR durante  l a  i s q u e m i a ) .  
Tabla V. Pardmetros caracteristicos de la evoluci6n de la PR durante la isquernia. 
Valores medios t ES de los pa~metros que caracterizan la presi6n de reposo (PR) bajo diferentes wndiciones experimentales. 
Okcaida Fase 1: porcentaje de calda inicial respecto de la PR preisquernica. 
t, Fase 2: tiempo al que finalza la fase 2. 
t- Fase 3: tiempo al que seproduce el maxim0 valor de PR durante la Fase 3. 
Kcambio Fase 3: porcentaje de cambio de la PR respecto de sus valores al iniciarse la Fase 3. 
36 caida Fase 4: porcentaje de calda de la PR durante la fase 4 en relaci6n al mdximo valor alcanzado en la Fase 3. 
Grupo %caida Fase 1 tfin Fase 2 tPRMAX Fase 3 
(0) (min) (min) 
C25 -24,4&5,1 30,3*3,0* 45,OiO,O* 
(n=5) 
C30 -36,0*3,6 22,7i1,6# 36,1 i1,5# 
(n=6) 
C35 -40,0*8,8 13,8*0,5 24,4i0,5 
(n=4) 
*p4),05 vs C30 y C35 (AN0VA;Bonferroni). 
#p4,05 vs C35 (ANOVA; Bonferroni). 
%cambia Fase 3 
(%) 
59,7*7,2* 
129,2*40,6# 
141,7&35,5 
%caida Fase 4 
(%I 
O,OiO,O* 
-5,5*1,1# 
-36,1*7,1 
- 
b) Evolution miotermica durante la isquemia 
La producci6n de calor total de 10s musculos previa a1 inicio 
de la isquemia H i  fue de 116.4 + 13.5 mW/g, 101.7 k 10.6 mW/g y 
80.8 -t 9.4 mW/g a 25, 30 y 35 O C  respectivamente. El estudio de 
la evolution de la produccion de calor inicial con la temperatura 
determino que existe una relaci6n estadisticamente significativa 
entre ambos parbetros (r=-0.535; p<0.05; pendiente = -0.08 mW/OC; 
ordenada a1 origen = 37.8 mW). Esta disminucion en el H,, con la 
temperatura estaria asociada con la caida en la Pmax (y por ende 
en el calor activo, Ha) que se registra a las temperaturas de 
trabajo mas elevadas (ver Tabla I y Fig. 6) . 
La isquemia produce una marcada caida en la produccion de 
calor cuya evoluci6n a lo largo de 10s 45 min es compleja (Figs 
11 y 12). En todas las condiciones experimentales estudiadas, 
existe una period0 inicial de disminucion abrupta en la 
produccion de calor P e n  Durante este period0 en menos de 8 
min se produce el 80% de la caida en la produccion de calor 
durante la isquemia. Posteriormente, este periodo se continfia con 
otro de caida mas moderada y lenta en la produccion de calor 
(Per,,,). Las Figs. 11 y 12 muestran la evolution temporal de 10s 
registros miotermicos digitalizados en experimentas individuales 
a 25 OC (Fig. 11) y a 30 y 35 O C  (Fig. 12, A y B respectivamente). 
Los registros miotermicos muestran que, en 10s grupos C30 y C35, 
siempre existe una inflexion durante el Per,.,, indicada por un 
Figura  11: Evolucidn de l a  produccidn de calor (H) durante l a  isquemia a 25 
OC. Peri,: periodo i n i c i a l  en l a  evolucidn de H en e l  que s e  produce un 80% 
de l a  caida en aproximadamente 8 min; Per,,,: periodo tardio  en l a  evolucidn 
de H en e l  que e l  f l u j o  de calor se mantiene relativamente constante. 
Figura' 12: Produccidn de calor (H) durante l a  isquemia en experimentos a  3 0  
"C (A) y a 35 OC (8) .  Perin: periodo i n i c i a l ;  Per,,,: periodo tardio;  (4) : 
cod0 caracter is t ico  en l a  evolucidn de H a estas  temperaturas de trabajo. 
Observese que l a  aparicidn del cod0 se produce en e l  Per,,, y se adelanta 
con e l  increment0 de l a  temperatura. 
aumento en la velocidad de calda de la produccion de calor total. 
Dicho cambio en la velocidad fue llamado codo y presenta tiempos 
de ocurrencia distintivos para cada grupo. En C25 solo 2 de 10s 6 
experimentos analizados presentaron codo. En el tiempo entre la 
finalization del Peri,, y la aparici6n del codo, 10s musculos son 
capaces de mantener su producci6n de calor relativamente estable 
(o con una pendiente de calda rnucho menor que la del Peri, y 
moderadamente menor que la posterior a1 codo). La no aparici6n de 
cod0 en C25 (o su aparici6n tardia) es congruente con la 
capacidad de estos musculos de mantener su produccibn de calor 
relativamente estable durante todo el tiempo posterior a1 Per,, 
(ver Fig. 11). 
La aparicion del cod0 se vincula a un increment0 en la 
velocidad de caida de la producci6n de calor, que es mayor con el 
aumento de la temperatura de trabajo (ver Tabla VI) . Mientras que 
esta caida se continua hasta 10s 45 min de isquemia en el grupo 
C30, en C35 la velocidad disminuye paulatinamente hasta que se 
alcanza un valor de Ht relativamente estable. 
La Tabla VI muestra 10s valores representativos de la 
evolution de la produccion de calor total durante la isquemia en 
10s diferentes experimentos. 
Tabla VI. Parametros caracteristicos de la producci6n de calor (H) del musculo cardiac0 durante la isquemia. 
Grupo %Tot. caida H %caida H a cod0 %caida H post cod0 t cod0 Veloc.post cod0 
(%) (%) (%) (min) (uW/s) 
C25 
C 1 -78,9 ------ ------ ------ -----a 
C2 -90,5 -90,3 -0,2 42,5 -1,4 
C3 -94,3 -93,3 - 1 39 -3,O 
C4 -93,4 ------ ------ ------ ------ 
C6 -90,7 ------ ------ ------ ------ 
Xmd*ES -89,5&,8 -91,8*1,5 -0,6*0,4 40,7*1,7 -2,2*0,6 
C30 
2 -82,2 -78,9 -3,2 28,O -53  
3 -98,6 -96,5 -2,l 28,3 -3,l 
4 -933 -87,7 -5,8 28,2 -4,8 
5 -89,7 -85,7 -4,O 29,5 -7,6 
6 -86,O -79,7 4 3  28,5 -4,7 
7 -90,5 -84,6 -5,9 29,O -1,7 
Xmdf ES -89,4i2,7 -85,1*3,1 -4,3*0,8** 28,6*0,2** -4,5*0,8** 
C35 
Q2 -973 -86,2 -1 1,3 18,O -7,7 
Q3 -95,7 -83,7 -1 2,O 19,O -7,7 
Q4 -96,l -89,4 -6,7 18,O -4,7 
Q5 -97,7 -84,7 -1 3,O 17,O -9,4 
Xmdf ES -96,7*0,5 -86,0*1,2 -1 0,8*1,4* 18,0*0,4* -7,4*1,0* 
Datos individuales y medias ES. 
%Tot. caida H: porcentaje total de disminucidn de H a 10s 45 min. de isquemia en relacidn a 10s valores de H preisqubmicos (Hin). 
%caida H a codo: porcentaje de cafda de H hasta la aparicidn del codo en relacidn a H in. 
% calda H post codo: porcentaje de calda de h desde el codo hasta 10s 45 min de isquemia en relacidn a H in. 
t codo: tiernpo de aparacidn del codo. 
Veloc.post codo: velocidad con la que cae H luego de la aparici6n del codo. 
C) Evolution del calor de reposo (Hr) durante la isquemia 
Como se indico en la Introducci6nf el Ht puede ser dividido en 
diferentes fracciones vinculadas con el metabolismo asociado a la 
contraccion (calor activo, Ha) o con el metabolismo basal (calor 
de reposo, Hr). En consecuencia, la caida del Ht durante la 
intervencion isquemica podria deberse a la modif icacion de una, 
algunas o todas esas fracciones. Mas a h ,  la posibilidad de una 
modificacion mas acentuada en una fraccion que en otra debia ser 
evaluada. Con ese objeto se estudi6 la evolution temporal del 
calor de reposo (Hr) durante la isquemia en 5 mksculos sin 
estimulaci6n electrica. Para evitar el automatismo, 10s musculos 
fueron perfundidos a 25 OC con una soluci6n Krebs conteniendo 0.5 
mM de ~a". Luego de un period0 de estabilizacion de 1 h se les 
practico una isquemia de 20 min durante 10s cuales se registro la 
evolucibn del calor liberado. Los corazones disminuyeron su Hr 
desde un valor preisquemico de 22.6 + 2.8 mW/g a 8.9 f 1.7 mW/g a 
10s 20 min de isquemia (p<0.01). Como se observa en la Fig. 13 , 
luego de un period0 aproximado de 1 min la production de calor 
disminuye. Esta disminucion puede ser descripta en el tiempo por 
una funci6n del tipo: 
tiempo de isquemia (min) 
Figura 13: E v o l u c i d n  temporal  d e l  c a l o r  d e  r e p o s o s  (Hr) d u r a n t e  l a  i s q u e m i a  
a  25 OC. 
donde : 
A, = factor preexponencial del termino exponencial 
"rapidoff 
A1 = factor preexponencial del termino exponencial "lentow 
t = tiempo de isquemia 
d) Interrelacion mecanico-energetica durante la isquemia 
El analisis de la economia muscular para el desarrollo de 
presi6n ( E c o )  es de interes en la medida que brinda informacion 
acerca de la "eficiencia" con la que el musculo desarrolla 
presibn isometrica. Este indice econometrico puede estudiarse 
como el cociente entre la Pmax y el calor total producido por una 
contraccibn (Ht/frecuencia) en cada instante. Para el calculo de 
la Eco se consider6 la densidad del m~sculo igual a 1.03 g/cm3. 
En el presente trabajo el analisis de la Eco se realizo para 10s 
tiempos de isquemia en 10s que la Pmax era mayor que 1 rnN/mm2. 
Los valores de Eco preisquemicos no fueron estadisticamente 
diferentes entre 10s grupos, siendo de 0.216 k 0.030 para C25, y 
de 0.212 i 0.026 y 0.195 + 0.019 para C30 y C35 respectivamente. 
Dado que la Pmax se anula durante la isquemia con mayor 
velocidad que la caida de la produccibn de calor, tambien la Eco 
tiende a anularse. Esta anulacibn se produce a tiempos de 
isquemia variables y el analisis de la curva mostrb que su 
evolucibn hasta hacerse 0 es compleja. A mod0 de ejemplo, dicha 
evolucibn temporal en un experiment0 a 30 OC esta representada en 
la Fig. 14. Observese que La rapida caida inicial da lugar con el 
Eco 
Figura 14: Evoluci6n de la economia para el desarrollo de presi6n (Eco) en 
un experiment0 a 25 OC durance la isquemia. A todas las temperaturas de 
trabajo aparece un punto de inflexion (Pinf) (4) a partir del cual se 
incrementa la velocidad de caida de la Eco. 
tiempo a un descenso mas moderado, que se continua hasta la 
aparicion de una inflexion (P-) en que se incrementa la veloci- 
dad de caida de la Eco. Dicho incremento se refleja en las 
diferentes pendientes de las rectas tangentes a la curva antes y 
despues del P,,f (ver Fig. 14) . 
Este punto de inflexion apareci6 entre 10s 90 y 100 s a 25 OC, 
entre 10s 75 y 100 s a 30 OC y entre 10s 55 y 85 s a 35 OC. Se 
observa que existe una superposition en 10s rangos temporales de 
aparicibn del P,,f a las distintas temperaturas de trabajo. El 
estudio de la correlation entre el tiempo de aparicion del Pinr y 
el porcentaje de recuperation de la Pmax durante la reperfusion 
indico que no existe una relacion estadisticamente significativa 
entre ambos parhetros. 
Si se analizan conjuntamente la evoluci6n del calor liberado y 
la presion de reposo en 10s grupos sometidos a isquemia, se 
observa la repeticion de una secuencia temporal caracteristica de 
la sucesion de eventos. Dicha secuencia es: lro) el inicio de la 
fase 3 de la PR caracterizado por un rapido incremento en 10s 
valores de esta, 2do) la aparicibn del cod0 en la evolution de la 
produccion de calor y 3ro) el inicio de la caida de la PR en la 
fase 4 (en C30 y C35) cuando adn no se ha estabilizado la caida 
de H que se produce a partir del cod0 (solo observable en C35). 
La tabla VII muestra, para cada experimento, 10s tiempos 
caracteristicos de ocurrencia del cod0 y del inicio de la fase 3 
de la PR, asi como la diferencia entre ambos. 
Tabla VII. Tiempos de ocurrencia del inicio de la contractura y de la aparicidn 
del cod0 en la producci6n de calor. 
Datos indiiduales y medias * ES de 10s tiempos de ocurrencia del inicim de la 
fase 3 en la presi6n de reposo (tin Fase 3) (inicio de la contrectura) y de la aparicidn del 
codo (tcodo) en la producci6n de calor durante la isquemia. 
No se incluye en la tabla los tin Fase 3 de los experimentos a 25% qw no presenteron codo. 
Grupo 
C25 
CZ 
C3 
Xmdf ES 
C30 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
X-,f ES 
C35 
Q2 
4 3  
4 4  
4 5  
XWf ES 
' p 4 , e v s  tcodo del mismo gnrpo. 
#p4.05 vs C30 y C35. 
'pco,05 vs a. 
4, Fase 3 
(min) 
33,3 
33,3 
33,3*0*# 
17,O 
23,9 
23,8 
27,5 
22,9 
20,O 
22,5i1,5*" 
13,1 
13,1 
14,O 
15,O 
13,8*0,5* 
A 
(min) 
9 2  
5,7 
7,4*1,8 
1 1 , O  
4,4 
4,4 
2,o 
5 3  
9,o 
6,05*1,4 
4,9 
6,O 
4,O 
2,o 
4,2M,8 
t o d o  
(min) 
42,5 
39,O 
40,75*1,8# 
28,O 
28,3 
28,2 
29,5 
28,5 
29,O 
28,6*0,2" 
18,O 
19,O 
18,O 
17,O 
18*0,4 
En la Fig. 15 se grafica la evolucion conjunta de 10s 
parhetros mecanicos y miot4rmicos en un experimento a 30 O C .  
La Fig. 16 muestra la evolucion de la PR y la produccion de 
calor a partir del decimo minuto de iniciada la isquemia en un 
experimento a 35 O C .  Notese la secuencia temporal antes citada. 
e) Contracciones aisladas durante la isquemia 
Los protocolos experimentales de contracciones aisladas 
durante el corte de perfusion se realizaron con el objeto de 
evaluar la evolucion temporal de 10s componentes de calor activo 
(Ha) y su posible incidencia en el comportamiento observado de la 
economia durante la isquemia. 
Los experimentos se llevaron a cab0 en 5 musculos perfundidos 
con un Krebs a 25 OC conteniendo 0.5 mM de cat'. Luego de 
realizados las contracciones aisladas control (en presencia de 
perfusi6n) y determinado el calor de reposo control (Hr) se 
inici6 la isquemia. Se registrb permanentemente el flujo de calor 
y se efectuaron 2 contracciones aisladas en 10s primeros 10 min 
de isquemia. En cada contraccibn aislada, el calor liberado por 
latido (en mJ) se midi6 como el area bajo la curva de flujo de 
calor (en mW) vs. tiempo (en s) por encima de la linea de base 
correspondiente a1 reposo mecanico. Para cada contraccion se 
determino 10s componentes de calor activo H1, HZ, H3 y H4 
(134) (ver Materiales y Metodos y Fig. 4). 
P (mN/,,2) 
50 1 No Perf. 
PR 
0 Ptot (PR+Pmax) 
t (min) 
75LlA 
60 - 
45 - 
30 - 
15- 
0 I I I I I 1 I I I I 1 
-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 
t (min) 
Figura 15 Evolucidn mecanica (arr iba)  y miotermica (abajo) en un 
experiment0 a 30 OC. PR: presidn de reposo; Pmax: maxima pres idn  
desarrol lada; Pto t :  presidn t o t a l ;  H :  produccidn de ca lor  por gramo de 
t e j i d o  seco .  
duration de la lsquemia (min) 
duracion de la Isquemia (min) 
F i g u r a  16: Evoluc idn  d e  l a  p r e s i d n  d e  r e p o s o  (PR) (A) y l a  producc idn  d e  
c a l o r  (H) (33) a p a r t i r  d e  10s 1 0  min  d e  i squemia  e n  un e x p e r i m e n t 0  a 35 "C. 
( 4 ) :  codo.  Observese  el  i n i c i o  d e  l a  c o n t r a c t u r a  ( i n i c i o  d e  l a  f a s e  3 e n  l a  
e v o l u c i d n  d e  l a  PR) a n t e s  d e  l a  a p a r i c i o n  d e l  cod0 en  l a  e v o l u c i d n  d e  H .  
N d t e s e  tambien como l a  PR a l c a n z a  un maximo (a1 f i n a l  d e  l a  f a s e  3 d e  l a  8 8  
e v o l u c i 6 n  d e  l a  PR) para l u e g o  d e s c e n d e r  ( f a s e  4 )  . 
Los valores preisquemicos del Hr fueron de 22.6 k 2.8 mW/g. En 
condiciones control, la maxima presi6n desarrollada y el Ha 
liberado durante una contraccibn fueron de 32.5 _+ 2.0 m ~ / m r n ~  y
108.4 f 14.8 mJ/g respectivamente. En las mismas condiciones, 10s 
componentes del Ha fueron: 4.5 f 1.7 mJ/g (HI), 11.5 f 1.9 mJ/g 
(H2), 41.1 k 4.6 mJ/g (H3) y 52.5 k 5.1 mJ/g (H4). 
La suspension del flujo de perfusibn anulb H4, por lo que a 
10s tiempos de isquemia analizados el calor liberado por las 
contracciones se ajusto a 3 componentes. Por su parte, la 
isquemia no modific6 de manera estadisticamente significativa 10s 
valores de H1 y H2 a ningun tiempo estudiado. Los indices de 
correlaci6n de HI y H2 con el tiempo (r) fueron 0.17093 (NS) y 
0.5427 (NS) (ver Figs. 17 y 18) . 
A diferencia de H1 y H2, el componente H3 cay6 con el tiempo 
de isquemia (r = 0.6447, pC0.05). La disminucion de H3 (vinculado 
a la actividad actomiosinica) fue proporcional a la caida en la 
presion desarrollada y la correlaci6n ~3/Pmax vs. tiempo de 
isquemia fue significativa (r = 0.817, p<0.01) (ver Fig. 19). El 
valor de este cociente durante la isquemia (0.7) fue menor que en 
condiciones control (1.2) . Esta diferencia se explica porque una 
fraccibn de H3, asociada a la recuperacibn aerobica del tejido, 
desaparece en condiciones de isquemia (134). 
tiempo de isquemia (min) 
Figura 17:  Evolucidn d e l  componente H1 d e  c a l o r  a c t i v o  en c o n t r a c c i o n e s  
a i s l a d a s  durante  l a  i squemia .  Resul tados  provenienentes  d e  5 mljsculos a  
2S°C. Se e f e c t u a r o n  2 contracc iones  a i s l a d a s  en cada mdsculo a  l o  l a r g o  de 
10 min de  isquemia.  
4 8 
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Figtzra 18: Evolucidn d e l  componente HZ de  c a l o r  a c t i v o  en contracc iones  
a i s l a d a s  durante  l a  isquemia.  Los r e s u l t a d o s  provienen d e  5 musculos a  
25OC. Se e fec tuaron  2 contracc iones  a i s l a d a s  en cada musculo a  l o  l a r g o  d e  
10 min d e  isquemia.  
Figrva 19: Relacion e n t r e  e l  componente H 3  d e l  c a l o r  a c t i v o  y l a  p r e s i o n  
d e s a r r o l l a d a  (PI en contracc iones  a i s l a d a s  durante  l a  i squemia .  Los 
r e s u l t a d o s  provienen d e  5 m ~ s c u l o s  a  25 OC. Se e fec tuaron  2 c o n t r a c c i o n e s  
a i s l a d a s  en cada m ~ s c u l o  a  l o  l a r g o  d e  10  min d e  isquemia.  
. 
Reperfusion 
a) Evoluci6n mecanica durante la reperfusion 
Independientemente de la temperatura de trabajo, el reinicio 
de la perfusion indujo un aumento transitorio de la PR en 
relacion a 10s valores alcanzados a 10s 45 min de isquemia. La 
Fig. 20 muestra este aumento inicial de la PR que produce un pico 
para luego descender. Este pico inicial se produjo a tiempos que 
no difirieron estadlsticamente entre 10s grupos. A 25 O C  el pico 
inicial de la PR se produjo a 10s 28 f 6 s mientras que a 30 y 35 
"C 10s tiempos de ocurrencia fueron de 39 f 8 s y 30 _+ 4 s 
respectivamente. Los valores de este pic0 son variables y no hubo 
diferencias estadisticamente significativas a las diferentes 
temperaturas de trabajo. Tomando como referencia el valor de la 
PR a1 inicio de la reperfusion (loo%), el pico de PR representa 
un increment0 que oscilo entre el 170% y el 280%. Posteriormente 
a1 mismo se observa una paulatina disminucion en 10s valores de 
PR. A1 final de la reperfusion esta disminucion alcanz6 valores 
porcentuales (en relacion a la PR a1 inicio de la reperfusion) de 
-9 + 20 % , 75 f 29 % y 143 _+ 44 % para C25, C30 y C35 
respectivamente (p < 0.05 C25 vs C35, ANOVA, Bonferroni) . Es 
decir que en 10s experimentos realizados a temperaturas menores 
la PR tiende a normalizarse, mientras que se mantiene elevada a 
temperaturas de trabajo mayores. 
t (min) 
Figura 20: Evolution de la presion de reposo (PR) durante 10s primeros 15 
min de la reperfusion. (4 ) :  pico de la .PR de aparicion caracteristica en 
10s primeros minutos de la reperfusion. 
La actividad contractil (desarrollo de presion) se reinicio a 
tiempos variables durante la reperfusibn, y no difiri6 entre 10s 
grupos. Mientras que a 25 y 30 O C  todos 10s experimentos 
recuperaron la actividad contractil, en el grupo C35 a 35 OC solo 
50 % de 10s m6sculos estudiados logro reiniciar la 
contraccion. El porcentaje de recuperation de la Pmax en relacion 
a sus valores preisquemicos fue : 88.8 + 7 .9  %, 39.4 + 11.9 % y 
7.8 k 4 - 7  %para C25, C30 y C35 respectivamente (p < 0.05 C25 vs 
C35; p < 0.05 C25 vs C30; ANOVA, Bonferroni). 
La evolucion global de la PR y la P total (PR + Pmax) en 
experimentos tipo a 25, 30 y 35 O C  se muestra en la Fig. 21 
(partes A, B y C respectivamente) . Puede observarse que, a 
temperaturas de trabajo menores, la recuperacion de la Pmax 
durante la reperfusion fue mayor, a la vez que la PR presenta una 
tendencia a recuperar sus valores preisquemicos. 
b) Evoluci6n miotermica durante la reperfusion 
La evolution temporal del increment0 inicial de H es compleja 
y alcanza un valor maximo (Val,) luego del cual la producci6n de 
calor cae hasta alcanzar un valor relativamente estable (L-) 
alrededor de la cual oscila moderadamente. El increment0 inicial 
en el flujo de calor es caracteristico de la reperfusion (ver 
PR 
0 P to t  (PR+P,,) 
PR 
0 P to t  (PR+P,) 
PR 
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t ( m i d  Figrua 21: Evolucidn de la presidn de reposo (PR) y la presaon total (Ptot) 
durante 45 min de reperfusion en experimentos a 25, 30 y 35 OC (A, B y C 
respectivamente) . Ndtese la mayor recuperacidn de la maxima presidn 
desarrollada ( h a x )  a 25 OC (A) en relacidn a la alcanzada en el 
experiment0 a 35 OC (C) . 
Fig. 22) y su Val,, no llega a superar 10s valores de calor 
preisquemicos. En efecto, el maximo calor producido por el 
musculo durante la reperfusibn fue de alrededor de un 90% de 10s 
valores controles. El 50% del increment0 en la producci6n de 
calor durante la reperfusi6n se alcanzo en un tiempo ( t ~ ~ )  de 69 + 
4 s y no fue estadisticamente diferente entre 10s grupos. 
Con posterioridad a1 Val, el flujo de calor cay0 hasta 
alcanzar un valor medio (Hestab) alrededor del cual oscilo de 
manera irregular hasta el final de la reperfusi6n (Fig. 22 y Fig. 
23 A). Estas oscilaciones irregulares alrededor del valor de &stab 
se asociaron con la sucesi6n de eventos mecanicos de ocurrencia 
frecuente en la reperfusion. Entre ellos podemos citar episodios 
breves de fibrilaci6n, reinicio del desarrollo de presion activa, 
latidos extrasist6licas etc. En aquellos experimentos realizados 
a 35OC, solamente aquellos mtisculos que lograron recuperar la 
actividad contractil estabilizaron su produccion de calor 
alrededor de un Hestab (Fig. 23, A ) .  LOS valores de Hestab fueron, en 
relacion a 10s valores controles, porcentualmente similares a las 
diferentes temperaturas de trabajo. Aquellos mtisculos que no 
pudieron reiniciar su actividad contractil no estabilizaron su 
producci6n de calor, la que cay6 hasta la finalization de la 
reperfusion (Fig. 23, B). 
Los parkmetros caracteristicos de la evolucibn de calor 
durante la reperfusion se muestran en la Tabla VIII. 
Figura  22: Evolucidn de l a  produccion de calor ( H )  durante 10s primeros 10 
min de l a  reperfusion.  Notese e l  increment0 de H hasta alcanzar un valor 
mdximo (Val,,) luego del cual declina moderadamente. 
t (min) 
t (min) 
Figura 23: Evolucidn en l a  produccidn de calor ( H )  en un experiment0 a 35 
OC que recupera parcialmente e l  desarrollo de presion (A) y en otro  
(tambien a 35 OC) que no recupera e l  desarrollo de presidn ( B ) .  
Tabla VIII. Parametros caracteristicos de la producci6n de calor (H) 
del musculo cardiac0 durante la reperfusi6n. 
Media * ES. 
tVal,= tiirnpo de ocurrencia del mMrno Mlor de H (Val-) durante el inicio de la 
reperfusi6n. 
t,=tiernpo en el que se alcanza el 50% de la diferencia entre el Val, y el valor de 
H al inicio de la reperfusi6n. 
%Val,=valor porcentual de la diferencia de calor entre el Val, y el valor de H 
al inicio de la reperfusibn. 
%H,b~l~r porcentual del calor alcanzado por el rnl5sculo con posterioridad al 
Val, (H-) en relacidn al H al inicio de la reperfusi6n. 
Grupo 
C25 
(n=4) 
C30 
(n=6) 
C35 
(n=4) 
t Val, 
(s) 
165*8 
173s 
185i20 
tS0 
(s) 
61 k2 
60s 
82s 
%Val,, 
89,0&,2 
85,0&5,0 
92,0i2,0 
%Hestab 
80,8*4,1 
83,7*4,1 
79,9&0,1 
Con el objeto de evaluar 10s posibles mecanismos 
intervinientes en la produccibn de calor durante la reperfusion, 
se realizaron 3 experimentos perfundiendo 10s musculos en 
presencia de 10 mM de BDM. El BDM, que es un inhibidor de la 
interaccion actomiosinica, fue perfundido desde la condicion 
preisquemica y durante 10s 45 min de isquemia y 45 min de 
reperfusion. En todos 10s experimentos realizados se observo la 
desaparicion del Val, en el flujo inicial de calor. La Fig. 24 
muestra el registro de un experiment0 tip0 durante la 
reperfusion, nbtese el increment0 continuo del calor, sin la 
aparici6n de un Val, a partir del cual declina. 
C) Interrelacion mecanico-energetics durante la reperfusion 
Los resultados mecanicos y miotermicos indican-que, durante la 
reperfusion, el calor se estabiliza alrededor de un Hestab cercano 
a1 85% del Hi, en todos 10s grupos, mientras que la recuperacion 
de la Pmax oscila entre el 90% (en C25) y el 8% (en C35). Es 
decir que, mientras la produccion de calor se recupera hasta 
alcanzar niveles cercanos a 10s preisquemicos, la recuperacion 
del desarrollo de presion durante la reperfusion es minima a las 
temperaturas de trabajo mayores. Esto resulta en una Eco menor 
que la Eco preisquemica y cuya disminucion se asocia fundamen- 
talmente a la baja recuperacibn de la Pmax durante la reperfu- 
A 
F i g u r a  24:  R e g i s t r o  o r i g i n a l  d e  l a  seAa l  c a l o r i m e t r i c a  ( e n  uV) d u r a n t e  l a  
r e p e r f u s i o n  d e  un m!jsculo p e r f u n d i d o  con BDM (un i n h i b i d o r  d e  l a  
i n t e r a c c i d n  a c t o m i o s i n i c a ) .  Las f l e c h a s  marcan 1 0 s  cambios d e  l i n e a  d e  b a s e  
que  s e  h i c i e r o n  para mantener  l a  seda l  d e n t r o  d e l  canal  d e  r e g i s t r o .  N o t e s e  . 
que l a  producc idn  d e  c a l o r  n o  a l c a n z a  un v a l o r  maximo (Val,,) como e n  10s 
mdscu los  p e r f u n d i d o s  s i n  BDM (ver F i g s .  22 y 23 ) .  
Los maximos valores porcentuales de Eco alcanzados (en 
relacion a la Eco preisquemica) fueron de 90.9 + 23.2% a 25 OC y 
de 52.6 f 14.8% y 9.7 + 5.9% a 30 y 35 OC respectivamente (p<0.05 
C35 vs C30 y C 2 5 ) .  Dado que la recuperation de la Eco durante la 
reperfusion sufre oscilaciones, para el calculo de estos valores 
se tom6 el maximo valor alcanzado en tiempos variables entre 10s 
25 y 45 min de la reperfusibn. La Fig. 25 muestra, mediante un 
diagrama de barras, la recuperation porcentual de H (utilizando 
el valor de Hestab ) (A), la recuperacion de la Pmax (B) y de la Eco 
(C )  durante la reperfusion. 
La integration de datos mecanicos y miotermicos pus0 tambien 
de manifiesto que, durante la reperfusibn, existe una secuencia 
temporal en la sucesi6n de eventos que se cumple en todos 10s 
experimentos realizados: lro) el increment0 transitorio de la PR 
alrededor de 10s 30s de reperfusibn, 2do) sobreproduccibn de 
calor hasta alcanzar un tope en tiempos medios de 180 s y 3to) el 
reinicio de la generacion de presi6n (en aquellos experimentos en 
10s que hay recuperacion de la Pmax) . Mientras que las respuestas 
son variables cuantitativamente, la secuencia (independientemente 
de la temperatura) es la misma. 
Finalmente, se relacionaron 10s valores individuales de 
recuperacion de la Pmax durante la reperfusion con el tiempo de 
isquemia posterior a la aparicibn del cod0 en cada experimento. 
En aquellos m~sculos que no presentaron cod0 durante la isquemia, 
ese tiempo fue considerado igual a 0. Los datos correlacionados 
% Rec Pmax 
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Figura  25: Maximo porcentaje de recuperacidn durante l a  reperfusidn (en 
relacidn a 10s valores preisquemicos) de l a  produccidh de calor H (A) ; l a  
maxima presidn desarrollada Pmax (B) y l a  economia Eco ( C ) .  Notese que a 30 
y 35 OC l a  disminucidn en l a  Eco se  relaciona fundamentalmente con l a  baja 
recuperacidn de l a  Pmax durante l a  reperfusidn.  
se muestran en la Fig. 26 y el r fue de 0.899 (p<0.01), lo que 
pareceria indicar un vinculo entre ambos parhetros. Si tomamos 
el porcentaje de recuperation de la m a x  durante la reperfusion 
como un indice del dafio celular producido por la isquemia y la 
reperfusion cardiacas, esta correlacion estaria indicando que el 
dafio tisular es mas pronunciado en aquellos musculos en 10s que 
el cod0 en la production de calor durante la isquemia aparece mas 
tempranamente . De esta forma, contariarnos con un indicador 
energetic0 (el cod0 en la produccion de calor) del dafio celular. 
% Rec PMAX 
postcod" (s) 
Figcrra 26: Correlacidn l i nea l  entre e l  porcentaje maximo de recuperacidn de 
l a  presion desarrollada ( 8  Rec Pmax) durante l a  reperfusion y e l  tiempo de 
isquemia posterior a l a  aparicidn del cod0 en l a  evolucion de l a  produccidn 
de calor .  Ordenada a1 origen: 98 .3  8 ;  pendiente: - 5 . 5 " ~ ~ - 2  %/s; r :  
coe f ic ien t  e de correl acidn . 
discusion 
1.- Aspectos generales 
En el presente trabajo de Tesis se evalu6, por primera vez 
en la literatura y de manera simultanea y conjunta, la evolucion 
mecanica y miotermica del musculo cardiac0 durante la isquemia y 
posterior reperfusion. 
Los registros mecanicos y calorimetricos preisquemicos 
obtenidos en el presente trabajo resultaron comparables con 10s 
que se encuentran en la literatura. A una concentracion de Ca" de 
0.8 mM, las contracciones obtenidas durante la estimulacion 
estacionaria del musculo (a 1.5 Hz) desarrollaron una presion 
maxima de 30 + 3 m ~ / m m '  a 30 OC. Este valor es equiparable a1 
obtenido por otros autores a 30 OC utilizando 2 mM de Ca'- (138), 
si se hace la correction de acuerdo a la variacion de la presion 
desarrollada en funcion de la concentracion extracelular de Ca++ 
(ecuacion de Hill) (133). El calor activo (Ha) liberado durante 
una contraccion a 25 OC (normalizado por grarno de tejido seco) 
fue de 108 f 14.8 mJ/g, comparable a 10s obtenido por otros 
investigadores (134). Con respecto a la evolucion del metabolismo 
basal, o mas correctamente del metabolismo asociado a1 reposo 
mecanico, solo a 25 OC fue posible determinar el calor de reposo 
(Hr). Esto se debid a que en presencia de 0.8 mM de ~ a "  y a 
temperaturas de trabajo de 30 y 35 OC 10s musculos desarrollaron 
actividad contractil espontanea, lo que impidi6 la evaluation 
energetica del estado de reposo mecanico (30;34). La produccion 
de calor de reposo (Hr) a 25 OC y en presencia de 0.5 mM de cat* 
fue de 22.6 + 2.8 mW/g, y es equiparable a la obtenida 
previamente en nuestro laboratorio y a la que registra la 
bibliografia (61;139). Estos valores se obtuvieron con una 
concentracion de cat+ menor que la utilizada (0.8 mM) en 10s 
protocolos experimentales para evaluar la isquemia y reperfusion 
con estimulacion estacionaria. Sin embargo, n6tese que se ha 
demostrado que la production de calor de reposo es independiente 
de la concentration extracelular de cat' (entre 0.3 
mM) (61;140) . 
La producci6n de calor total (Ht) previa a1 inicio de la 
isquemia fue menor a temperaturas de trabajo mayores. Este hecho 
podria explicarse por la conjunci6n de una serie de factores: i) 
El Hr es relativamente insensible a la temperatura, 
comportamiento que se refleja en un Q10 aproximado de 1.3 
(24;61), mas cercano a1 de 10s procesos fisicos que a1 de 10s 
metab6licos. De manera que Hr, que representa cerca del 25 % del 
Ht en normoxia, aumentaria s6lo moderadamente con la temperatura. 
Si tomamos la media de 10s Hr obtenidos en este trabajo, puede 
calcularse para un Q10 de 1.3 que el Hr aumentaria de 22.6 mW/g a 
25 OC a 29.4 mW/g a 35 OC. ii) La caida en la maxima presi6n 
desarrollada y consecuente disminucion de Ha con la temperatura. 
El Ha representa cerca del 75 % del Ht e incluye componentes 
asociados a la actividad actomiosinica (H3) y componentes 
independientes de la misma (134) (ver Materiales y Metodos) . El 
componente H3 representa cerca del 45 % del Ha y su sola 
variacibn alcanzaria para explicar una parte importante de la 
caida encontrada del Ht con la temperatura. En efecto, H3 debe 
disminuir acorde con la disminucion de la maxima presibn 
desarrollada desde 32.1 mN/mrn2 a 25 OC hasta 23.6 mN/mm2 a 35 OC. 
Si las relaciones entre las distintas fracciones de calor 
observadas a 25 OC se mantuvieran a diferentes temperaturas 
(134), podria estimarse un valor teorico de Ht de 93 mW/g a 35 
OC. Este valor se aproxima a la media de 81 -t 9.4 mW/g obtenida 
en 10s experimentos a 35 OC. 
2.- Evolution mecanico-energetica durante 
presencia de actividad contractil 
isquemia 
Como ya ha sido expuesto (ver Introduccibn), la isquemia 
produce mcltiples alteraciones bioquimicas, mecanicas, 
electrofisiologicas y estructurales (2,77,82). La reduction de 
10s fosfatos de alta energia, la sobrecarga de Ca++ citos6lico y 
la acidificacion intracelular han sido, entre otros, algunos de 
10s eventos mas estudiados (88). Esto es asi debido a las 
profundas consecuencias de estos factores sobre el funcionamiento 
cardiaco. Sin embargo, alin no se ha podido establecer la 
incidencia relativa de cada uno de ellos en las alteraciones 
durante la isquemia y la reperfusion. 
Con respecto a las alteraciones mecanicas que suceden 
durante la isquemia, la caida del pic0 W r n o  de presion 
desarrollada se ajust6 a la suma de 2 exponenciales con 
constantes de velocidad marcadamente diferentes. Esto permiti6 
agrupar a 10s mecanismos intervinientes en la disfuncion 
contractil de acuerdo a sus caracteristicas cineticas, en: a) 
procesos de evoluci6n rapida cuya contribution a 25 OC se agota 
con un t ,, de 14 s y b) procesos de evoluci6n lenta que a 25 OC 
agotan su contribucion con un t de 69 s. 
Con la metodologia utilizada no se observaron cambios en 10s 
procesos de rapida desaparicibn debidos a la temperatura. En 
cambio, el componente lento increment6 su constante de velocidad 
con un Q10 de 1.43. Valores de Q10 de esta magnitud (entre 1.3 y 
1.4) han sido observados en el calor de reposo de papilares de 
rata y conejo (141;142), en el consumo de oxigeno de cortes de 
ventriculo de rata (143) y en corazones perfundidos arrestados 
con alto K+ de perro y cobayo (144;145) y en celulas aisladas 
(24). La desaparicion durante la isquemia de procesos altamente 
dependientes de la temperatura podria explicar, a1 menos 
parcialmente, el bajo Q10 encontrado. Uno de estos procesos 
podria ser, por ejemplo, el consumo de oxigeno (que tiene un Q10 
de 1.8). Otra causa posible es la importante participation 
relativa en el calor total del calor asociado a1 metabolismo 
basal a este tiempo de isquemia. Como ya fue discutido, el Q10 
del calor de reposo es bajo (entre 1.3 y 1.4) y el aumento 
porcentual del Hr disminuiria el Q10 de la globalidad de 10s 
procesos involucrados en la componente lenta. 
La rapida disminucion inicial de la presibn desarrollada 
observada en este y otros trabajos se ha tratado de explicar a 
traves de mecanismos metabolicos, i6nicos e hidraulicos. Las 
hipotesis de caracter metabolic0 sugieren que existe una rapida 
acumulacion de rnetabolitos capaces de inhibir la generacion de 
fuerza, tales como fosfatos inorganicos y H' (147;148). Otros 
autores agregan que la reduccion en 10s fosfatos de alta energia 
tisulares tambien serian responsables de la disfunci6n (149). 
Las hip6tesis de caracter ionico suponen un acortamiento del 
potencial de accion asociado a la salida de potasio intracelular 
(150;151). Este fenomeno llevaria a una disminucion en las 
concentraciones transitorias de calcio y a m a  consecuente 
reducci6n en el desarrollo de fuerza. Sin embargo, en 10s tiempos 
de ocurrencia de este evento inicial, no fue posible cornprobar 
experimentalmente la disminuci6n de 10s transitorios de calcio 
(152;153) . Por otro lado, en el presente trabajo H1 y H2 no se 
modifican .en las contracciones aisladas durante la isquemia, por 
lo que podria descartarse esta hipotesis. En efecto, estos 
componentes del calor activo Ha se asocian fundamentalmente con 
la union de Ca" a sus sitios de "binding" especificos (HI) y la 
remocion de ~ a "  citos6lico y homeostasis ionica en general 
(HZ) (134). Por lo tanto, la disminuci6n de las concentraciones 
transitorias de ~ a "  implicarian necesariamente la disminucion de 
estos componentes. 
Los procesos de rapida evolucibn tienen un tiempo de 
ocurrencia superpuesto con el de la caida inicial de la presibn 
de reposo observada (durante la fase 1 de la caida de la misma 
durante la isquemia). Se ha propuesto que la caida de la presion 
de reposo implicaria acortamiento del sarcomero que seria la 
causa de la disminucibn de la presion desarrollada (mecanismo de 
Frank-Starling) (154). Sin embargo, esta hipotesis de tipo 
"hidraulicaff aun no ha podido ser corroborada . Algunos traba j os 
realizados usando inyeccion de microesferas en el arb01 coronario 
(154) sugieren que este efecto contribuye de manera importante en 
la caida inicial del desarrollo de presion. Estos y otros autores 
minimizan la contribution de 10s procesos metabolicos en el 
evento argumentando que tanto la declination de 10s fosfatos de 
alta energia como la acumulaci6n de H' y fosfatos son demasiado 
lentos para explicar su desarrollo. Tambien argumentan no haber 
observado cambios en la excitabilidad muscular. Contrariamente, 
en trabajos recientes variando la velocidad con que cae la 
presion en el lecho coronario (155) no fue posible correlacionar 
esta con la caida en el desarrollo de presibn. Se observo, 
ademas, que el increment0 de la frecuencia de estimulaci6n y el 
consumo de oxigeno aceleraba la disfuncion contractil (155), lo 
que reforzaria las teorias metabolicas sobre el evento. En el 
presente trabajo no fue posible correlacionar las constantes de 
sin que necesariamente las 
velocidad "rapidas" con la temperatura. En consecuencia, 10s 
resultados cineticos obtenidos durante este periodo inicial no 
contradicen las teorias de tip0 "hidr8ulico" o de movimientos 
ionicos de rapida ocurrencia, 
conf irme . 
Los procesos causantes de la disfuncion isquemica tardia, en 
cambio, han suscitado menos controversia. Esta caida mas "lenta" 
en el desarrollo de presion se produce mayormente en condiciones 
en las que la presion de reposo se mantiene constante (fase 21, 
luego del descenso inicial atribuible a1 colapso vascular (fase 
1) (154) y previa a1 inicio de la contractura (fase 3) . Parece 
existir acuerdo sobre el hecho de que la suma de alteraciones 
metabolicas durante la isquemia seria la causa de la paulatina 
declinacibn en el desarrollo de presion. En este trabajo, el 
aumento que las mayores temperaturas imprimen a esta declinacibn 
esta en concordancia con esta hipotesis. 
Durante e l  periodo inicial  de l a  isquemia, se observ6 una 
dpida caida en el f lujo de calor. Durante 10s 8 primeros 
minutos, 10s musculos disminuyeron en un 80% su produccion de 
calor, en todas las condiciones experimentales analizadas (ver 
Figs. 12 y 13 ) .  La evolution compleja de la respuesta energetics 
durante 10s 45 min de isquemia esta en relacion directa con la 
multiplicidad y variado grado de superposici6n de 10s eventos 
celulares que se suceden. La curva pone de manifiesto las 
consecuencias que estos eventos celulares tienen sobre 10s 
diversos componentes de calor en el mcsculo cardiaco. De acuerdo 
a lo expuesto en la Section Energetica Cardiaca (ver 
Introducci6n), el calor muscular total se vincula a procesos 
relacionados con el metabolisrno basal (calor de reposo, Hr) y a 
aquellos relacionados con el metabolismo activo (calor activo, 
Ha). Estudios realizados en nuestro laboratorio permitieron 
ajustar la liberacion de calor activo a una combination lineal de 
4 funciones de tipo difusional (componentes H1, H2, H3 y H4) 
(134) . Bajo condiciones normales de perfusion cada una de estas 
funciones se vinculb a eventos celulares que ocurren durante la 
contraccion: union del calcio a sitios intracelulares de 
"binding" (Hl) ; remocion del ~ a "  citosolico (H2) ; ciclaje 
actomiosinico durante la contraccion (H3) y actividad 
mitocondrial calcio-dependiente (componente H4) (134) . 
La caida en la produccion de calor durante la isquemia se 
produce inicialmente en presencia de actividad contractil, para 
luego continuar una vez que esta se ha interrumpido. Durante el 
period0 isquemico inicial (en el que a6n se registra desarrollo 
de presibn), es posible evaluar el cociente entre la maxima 
presion desarrollada y el flujo de calor total en cada instante. 
Este cociente es un indice econometrico de la actividad del 
mcsculo. Los indices econometricos pueden calcularse a partir del 
H3, del Ha o del Ht. El uso del H3 resulta en un indicador 
asociado basicamente a la actividad enzimatica actomiosinica y a 
la recuperaci6n aerobica (a1 menos parcial) del ATP hidrolizado 
durante la interaccion de las miofibrillas. La economia calculada 
a partir del Ha considera, ademiis de lo anterior, 10s movimientos 
de ~ a "  y la homeostasis i6nica del miocito. El uso del Ht, en 
cambio, relaciona a este parhetro no solo con 10s componentes 
del calor activo sino ademas con el calor de reposo. Dado que 
para el desarrollo "eficientew de presi6n deben funcionar la 
totalidad de 10s procesos metabolicos, el uso del Ht permite una 
evaluation mas global de la economia muscular. 
Como el desarrollo de presion se anula durante la isquda 
con mayor velocidad que la producci6n de calor, m i e n  la 
economia tiende a anularse. En este trabajo se determino que su 
rapida caida inicial da lugar a un descenso mas moderado, que se 
continca hasta la aparicion de una inflexion caracteristica (Fig. 
14). A partir de esta inflexion la velocidad de caida de la 
economia vuelve a incrementarse. El estudio de la evolution del 
Hr (Fig. 13) hace suponer que no es el principal responsable de 
la caida de la economia durante la isquemia ni de su inflexion 
caracteristica. Esta fraction, que representa el 25 % del Ht, se 
mantiene relativamente constante durante el primer minuto de 
isquemia y luego desciende. Su magnitud relativa y su evolution 
eliminan la posibilidad de que contribuya a1 descenso inicial de 
la economia o a la aparicidn del punto de inflexi6n. 
Particularmente la caida del Hr implicaria "per sew un aumento en 
la economia y no su disminucion. Por su parte, el desarrollo 
homogeneo de la caida de la presion desarrollada durante la 
isquemia hace que su evolucibn solo pueda explicar parcialmente 
el comportamiento de la economia. En efecto, la evolution de la 
presion desarrollada puede explicar la disminucion de la 
economia, per0 no su inflexi6n. 
Han sido descartados el Hr y la maxima presion desarrollada 
como responsables de la aceleracion en la caida de la economia. 
Consecuentemente l a  caida de l a  economia debe atribuirse 
prioritariamente a1 calor activo. Los experimentos realizados en 
contracciones aisladas mostraron que H4 se anula mucho mas 
rapidamente que el desarrollo de presion con el corte de 
perfusion. Tanto en este trabajo como en trabajos previos de 
nuestro laboratorio se demostr6 que este componente (H4) 
(vinculado a l a  actividad mitocondrial ~ a *  dependiente) es 
altamente dependiente de l a  presencia de oxigeno y que desaparece 
en ausencia del mismo (134). Su anulacion, por lo tanto, 
contribuye a la caida inicial en la produccion de calor y por 
ende no podria explicar una disminuci6n del cociente entre 
presion desarrollada y calor. El componente H3 (dependiente de la 
fuerza en condiciones control) vario en el mismo sentido que la 
caida de presion. A1 igual que en anoxia, la relacion H3/presion 
en isquemia disminuye (134) per0 permanece constante durante el 
period0 en el que la presi6n desarrollada es significativa. Esta 
caida inicial se explica porque una fracci6n de H3, asociada a la 
recuperacion aerobica del tejido, desaparece en condiciones de 
isquemia. Una vez desaparecida la fracci6n de recuperaci6nt la 
energia liberada por la interaccion actomiosinica se mantiene 
proporcional a1 desarrollo de presi6n (Fig. 19). Sin embargo, 
algunos trabajos hacen referencia a una disminucion de la energia 
libre de hidr6lisis del ATP en condiciones de anoxia (156) . Si 
este fuera el caso, la relaci6n entre la energia liberada por la 
interaccion actomiosinica y el desarrollo de presi6n (H3/P) 
deberia afectarse, cosa que no ocurre. Por lo tanto, este 
resultado estaria indicando que, mientras existe desarrollo de 
presibn, 10s cambios debidos a la isquemia no son de magnitud 
como para alterar la energia libre de hidrblisis del ATP. 
Por su parte, H1 y H2 se mantuvieron relativamente estables 
durante 10s 8 a 10 primeros minutos de la isquemia a 25 "C.  La 
invariabilidad de 10s componentes HI y H2 permite hipotetizar 
acerca de la magnitud de las alteraciones isquhcas en las 
condiciones estudiadas . Puede suponerse que eventos tales como la 
acidificaci6nI la acumulaci6n intracelular de fosfatos 
inorganicos o la disminucion de 10s fosfatos de alta energia (ver 
Introduction) o no se han iniciado o no han alcanzado 10s niveles 
necesarios.para alterar significativamente 10s procesos asociados 
con 10s componentes HI y H2. En general, 10s resultados estan de 
acuerdo con 10s previamente publicados en condiciones de anoxia, 
en 10s que 10s componentes del calor activo se modificaron en el 
rnismo sentido (134). Es factible interpretar, en base a estos 
datos, que la caida en la econda durante la isquemia se produce 
debido a la relativa invariabilidad inicial de HI y H2. 
A1 reducirse 10s valores de H3 paulatinamente y mantenerse la 
suma de H1 y H2 constante, esta comienza a ser de una influencia 
porcentual progresivamente mayor y produce la inflexion en la 
economia que eleva la velocidad de caida de la misma. 
Independientemente de la evaluation previa, es importante 
notar que no fue posible determinar una relaci6n entre 10s 
tiempos de aparici6n del punto de inflexion en la evolution de la 
economia y el grado de recuperaci6n de la xdtxima presi6n 
desarrollada durante la reperfusi6n. Si el punto de inflexion se 
relacionara con el dafio celular isquemico, entonces cabria 
esperar una menor recuperation de la presion desarrollada durante 
la reperfusion asociada a la aparicion mas temprana del mismo. 
Estos hechos permitirian concluir que, de acuerdo a1 nivel de 
analisis alcanzado en este trabajo, la evoluci6n de la economia 
estaria mas asociada a la necesidad de ahorro energetic0 que a1 
dafio inducido . 
2-b Evolucion mecanico energetica durante la isquemia en ausencia 
de actividad contractil 
El cese de desarrollo de presi6n se produce a tiempos 
variables de isquemia, per0 siempre durante la fase =table de la 
PR (fase 2). Este period0 de estabilidad de la PR se relaciona 
con la ausencia de contractura, la que se inicia mas 
tempranamente con el increment0 de la temperatura (inicio de la 
fase 3 de la PR) (Tabla V) . La causa de la contractura observada 
estaria mas asociada a1 rigor (por falta de ATP) que a1 ingreso 
masivo de Ca" que generaria mas uniones fuertes actomiosinicas 
(157). La disminucion de la actividad de las bombas de 
recaptaci6n de Ca" del reticulo sarcoplasmico (por falta de 
ATP) (110; 118) podria amentar la concentraci6n citos6lica de este 
ion y por ende la contractura. Sin embargo, se ha sugerido que no 
seria la disminucion por debajo de un cierto valor umbra1 en la 
concentracion total de ATP la que desencadenaria la contractura. 
Trabajos recientes sugieren que el estado relajado del miocardio 
se mantendria en base a la generaci6n de ATP por glucolisis 
anaerbbica o creatina fosfato proveniente del medio intracelular 
cercano a las miofibrillas (158). Mas aun, la observacion de que 
el inicio de la contractura es coincidente con el del inicio del 
"plateau" de pH intracelular implicaria que la contractura 
comienza cuando la produccion anaerobica de ATP se detiene (159). 
Es decir que en el inicio de la fase 3 de la PR (Fig. 10) la 
produccion de ATP por gluc6lisis seria nula o no significativa. 
Previsiblemente, las reservas compartimentalizadas del ATP 
encargado he mantener el estado relajado no se agotan de manera 
inmediata. Este agotamiento paulatino de las reservas produciria 
el aumento concomitante en la PR hasta llegar a un maximo que se 
alcanza mas rapidamente a mayores temperaturas (Fig. 10) . Debe 
tenerse en cuenta, sin embargo, que esta hip6tesis no descarta la 
posibilidad de la participacibn de un componente Ca++ dependiente 
en el desarrollo de la contractura. 
La fase 4 de la evoluci6n de la presi6n de reposo se 
caracteriza por una disminuci6n que se incrementa con la 
temperatura (Fig. 10). Probablemente esta caida de la PR no 
signifique menor cantidad de uniones fuertes actomiosinicas 
(rigor), menor nivel de contractura y por ende un mejoramiento 
del estado metabolic0 y funcional del musculo. A1 contrario, la 
dependencia observada con la temperatura de este efecto (Tabla V) 
permite suponer que se vincula con el deficit energetic0 y 
concomitante deterioro celular. De hecho, el inicio de la caida 
de la presi6n de reposo (fase 4) siempre se produce cuando la 
producci6n de calor esta cayendo (Fig. 16) . Mas aun, la velocidad 
de caida en la production de calor se increments 
significativamente con la temperatura (Tabla VI) . Por lo tanto, 
podria suponerse que, a1 igual que lo que ocurre en corazones 
privados de energia quimica por inhibicion con iodoacetato (160), 
en estos corazones el deterioro celular causado por la isquemia 
lleva a1 desgarro muscular y caida de la PR. 
Luego de la desaparicion del desarrollo de presion, la 
production de calor continua decreciendo hasta alcanzar valores 
de relativa estabilidad. Dado que no hay desarrollo de presion, y 
basandonos en 10s resultados obtenidos a partir de contracciones 
aisladas, puede asumirse que 10s valores de H3 son despreciables 
o nulos. De manera que el descenso en la produccion de calor se 
deberia fundamentalmente a la disminucion de Hr, H1 y H2. 
En el musculo cardiaco el calor activo Ha representa 
aproximadamente el 75% del calor total Ht y el componente H3 
asociado a1 ciclaje actomiosinico representa alrededor del 45% 
del mismo (134). Por lo tanto, H3 equivaldria a1 34% del Ht. Es 
decir que, si durante la isquemia las distintas fracciones de 
calor conservaran una relacibn porcentual similar a la control, 
el cese del desarrollo activo de presion explicaria cerca de un 
40% de la caida total en la produccibn de calor. La disminucion 
de Hr durante la isquemia representa alrededor de un 20 % de la 
del Ht. La suma de estos valores no alcanza para explicar la 
totalidad del descenso en la produccibn de calor (cercano a1 
90%). Por lo tanto, debe concluirse que l a  energia vinculada a l a  
activacibn de  l a  contracci6n, es decir- 10s componentes H1 y H2, 
tambien debe disminuir. 
Como ya ha sido expuesto (ver Introducion) el musculo 
cardiaco posee un metabolismo basal particularmente elevado (en 
relacibn a1 m6sculo esqueletico) cuya rnanifestacion miotermica es 
el llamado calor de reposo (Hr). El Hr depende de la temperatura, 
osmolaridad, concentraciones extracelulares de potasio (34,61) y 
puede representar hasta un 25% del Ht en normoxia (134 ) . El calor 
de reposo (Hr) &e durante la isquemia y algunos eventos durante 
la misma permitirian conjeturar sobre esta declinacion. 
actividad de la bomba Na+/K+-ATPasa, por ejemplo, que 
condiciones de perfusi6n control puede llegar a representar el 25 
W e 1  Hr (57,58,59), podria contribuir con su inhibition durante 
la isquemia (106) en la reduccibn del mismo. 
Para estudiar el comportmiento del Hr durante la isquemia a 
25 OC, se realizaron protocolos en 10s que se midi6 el calor 
liberado por el musculo en condiciones de arrest0 mecanico. 
A 25 OC con un Ht preisquemico de 102 mW/g y un Hr medido de 
27.4 mW/g , es posible evaluar a partir de la Ec.2 (ver 
Resultados) un Hr de 6.1 mW/g a 10s 45 min de isquemia. El valor 
experimental del calor total obtenido en ese tiempo fue de 9.7 
mW/g. La diferencia entre ambos valores podria deberse a que el 
valor experimental incluye el calor de activacion Ha. En cambio, 
la formula obtenida para el calculo de Hr (Ec.2) resulta de 
experimentos en ausencia de estimulacion electrica. Podriamos 
hipotetizar que, de variar el Hr de acuerdo a la Ec.2 (a 25 OC), 
el Ht y el Hr a 10s 45 min de isquemia tendrian valores cercanos. 
Estos valores solo diferirian en la existencia o no de calor de 
activacibn. Es decir, durante la isquemia y a las temperaturas de 
trabajo menores, la producci6n de calor total tenderia a 
aproximarse a1 calor de reposo. 
Dado que durante la isquemia no se suspendib la estimulacion 
electrica, seguirian activos, a1 menos durante cierto tiempo, 10s 
mecanismos vinculados a1 componente no contractil del calor 
activo, o calor de activacibn. Este se vincula a la 
despolarizacion y activacibn de la fibra (ver Introducci6n) y 
representa cerca del 23 % del calor activo. Algunas alteraciones 
celulares durante la isquemia permiten hipotetizar acerca de una 
disminuci6n del mismo. En efecto, el componente asociado a la 
remocion del Ca++ citosolico y el restablecimiento del gradiente 
electroquimico para Na' y K' (H2) podria reducirse durante la 
isquemia por: i) la inhibici6n de las bombas sarcolemales ATPL 
dependientes para la extrusion de ~a", como consecuencia de la 
caida en 10s niveles de fosfatos de alta energia (16; 1 7 )  , ii) 
la baja actividad de las bombas de cat' del reticulo sarcoplasmico 
debido a1 aumento intracelular de Mg" y H' (110;118) y iii) la 
inhibition de la bomba ~a'-Kt ATPasa del sarcolema (106). Sin 
embargo, no se observo una reducci6n de HZ durante la  isquemia 
temprana (Fig. 18). Por lo tanto, podemos suponer que, durante 
10s primeros min de isquemia, 10s efectos antes citados no 
alcanzan la magnitud suficiente como para disminuir el componente 
HZ. Estos efectos i ; i ;  aumentarian paulatinamente su 
importancia relativa con la duracion de la isquemia. 
Lamentablemente, aun carecemos de information que pueda asegurar 
en que momento estos factores afectan significativamente a1 
proceso de activacion. 
El "binding" de cat', ya sea a sus sitios especificos 6 
inespecificos, es un proceso exotermico que contribuye a1 calor 
total liberado. Este componente de calor asociado a la union de 
cat' a sus sitios intracelulares especificos (HI) representa una 
fraction de menor magnitud (aproximadamente un 10%) si se la 
compara con el resto de 10s componentes del calor activo (134). 
Sin embargo, su peso relativo porcentual podria ser mayor si se 
considera la anulacion del cornponente H4 durante la isquemia. La 
disminucion del pH (probablemente pequefia, dado que a1 inicio de 
la isquemia H1 no -ria, ver Fig. 17) seria mayor a tiempos 
avanzados de isquemia. Por lo tanto, H1 disminuiria si, como 
indican algunos estudios, la afinidad del Ca++ por sus sitios de 
union es menor por efecto de la acidosis intracelular durante la 
isquemia (107). 
Como ya fue discutido, luego de la desaparicion del 
desarrollo de presion la production de calor contin6a 
disminuyendo hasta alcanzar valores de relativa estabilidad 
(Figs. 11 y 12). Sin embargo, en todos 10s experimentos a 30 y 35 
OC y en algunos a 25 OC se produce un increment0 en la velocidad 
de caida del flujo de calor durante la isquemia que da lugar a 
una inflexi6n que fue llamada codo (Fig. 12). Esta inflexion se 
produce a tiempos caracteristicos en cada temperatura estudiada 
(Tabla VI) y el tiempo de duration de la isquemia posterior a el 
se correlaciona con la recuperacion de la actividad contractil 
durante la reperfusion (r=O. 899; p<O. 01) (Fig. 26) . Es decir que 
el codo apareceria como un indicador de la discapacidad funcional 
derivada de 10s procesos de isquernia y reperfusi6n cardiacos. 
Hasta el presente, ninguna de las variables estudiadas 
consideradas de importancia en estos procesos presentan una 
evoluci6n temporal capaz de predecir con este grado de certeza 
las consecuencias derivadas de 10s mismos. En efecto, ni la 
evolution temporal de 10s niveles tisulares de fosfatos de alta 
energia ni la de iones considerados de importancia en el 
metabolismo cardiac0 (Cat+, Mg", H') presentan puntos 
caracteristicos que permitan este grado de prediccion. 
La aparicion del codo siempre se produce con posterioridad 
a1 inicio de l a  contractura (Fig. 16 y Tabla VII) y por lo tanto 
cuando la produccion anaerobica de ATP se ha interrumpido (ver 
anteriormente) (159). Adernas, su aparicion es previa a1 nivel 
maximo de contractura, lo que permite suponer que aun no se ha 
gastado completamente el ATP de reserva destinado a mantener el 
estado relajado. La inhibici6n de la gluc6lisis anaerobica 
permite hipotetizar sobre algunos eventos de posible ocurrencia 
en este periodo. Es sabido que la isquemia. produce una 
acumulaci6n de K' extracelular (76;161) que se incrementa por la 
interruption de la via anaer6bica de produccion de ATP (162). 
Esta acumulacion en parte podria deberse a un aurnento en la 
conductancia del K+, posiblemente vinculada a 10s canales de K+ - 
ATP dependientes. Estos canales se activarian cuando las 
concentraciones de ATP de su microentorno caen por debajo de un 
valor critic0 (162). El ATP producido en anaerobiosis seria la 
fuente principal vinculada a estos canales y por lo tanto la 
inhibition de la glucolisis anaerobica 10s activaria (162). 
Por otro lado, cercano a1 tiempo de aparicion del cod0 
podria esperarse una inhibicion casi total de la bomba Na+/K+. En 
efecto, es sabido que el funcionamiento de esta bomba -que 
contribuye con hasta un 25% del calor de reposo (57;58;59)- 
depende del ATP proveniente de la gluc6lisis anaerbbica (163) y 
su inhibicion podria reflejarse en 10s registros miotermicos. 
La suma de estos eventos finalmente favoreceria la observada 
acumulacibn de K' extracelular y Na' intracelular (83; 106; 161) . En 
esta situation - hipoteticamente- se veria favorecido el 
intercambio ~a'/ca'+ ( 11 6; 119 , con la consecuente acumulacion 
intracelular de ~a". El aumento del Cat+ intracelular contribuiria 
a1 menos parcialmente a1 aumento de la PR y se vincularia a1 dafio 
isquemico. 
3.- Evoluci6n mecanico energetica durante la reperfusion 
La reinstauracion de la perfusion eleva (en alrededor de 30 
S) la presi6n de reposo hasta un valor (pico) luego del cual 
desciende moderadamente (Fig. 20) . Posteriormente, esta tiende a 
sus valores controles (a 25 OC) o se mantiene elevada (a 35 OC) 
(Fig 21). Esta rapida elevacion inicial de la presion de reposo 
podria vincularse a: i) la elevacion de la presion intravascular 
causada por la reperfusion, con el consecuente estiramiento de 
las fibras (154), ii) el ingreso masivo de ca" desde el espacio 
extracelular. Este ultimo efecto fue corroborado en experimentos 
realizados en corazones de rata tratados con "aequorin", en 10s 
que se observ6 una importante emisi6n de luz en 10s 2 minutos 
iniciales de la reperfusi6n (164) . 
Ambos eventos tendrian efectos diferentes sobre la presi6n 
de reposo y la contractura muscular, cuantitativa y' 
cualitativamente. Mientras que el estiramiento mecanico de las 
fibras aumentaria moderadamente la presion de reposo sin 
modificar la contractura, el ingreso de ~ a "  (aumentando el 
ciclado de ATP Cat+ dependiente a nivel de 10s puentes 
actomiosinicos) (157) incrementaria la contractura y la presi6n de 
reposo. 
Luego del pic0 en la presi6n de reposo, la relajaci6n 
alcanzada durante la reperfusi6n es mayor a menores temperaturas. 
Este efecto se asocia a un menor grado de dafio tisular que 
implicaria mayor recuperation de 10s niveles de fosfatos de alta 
energia. Por ende, la celula tendria (entre otras cosas) mayor 
posibilidad de disminuir 10s niveles citos6licos de cat' y el 
nhero de uniones "fuertes" actomiosinicas. En concordancia con 
la mayor disponibilidad energetica postulada, la recuperaci6n del 
a menores temperaturas desarrollo de presi6n fue mayor 
trabajo. 
La reperfusibn tambien eleva rapidamente la producci6n de 
calor, la que alcanza un valor m&cimo (Valmax) y luego d e  hasta 
asumir valores relativamente estables (L-1 (Figs 22 y 23) . La 
aparici6n de un valor &mo cercano a 10s 3 min de reperfusion 
pareceria estar ligada a la interaccibn actomiosinica, como lo 
sugieren 10s experimentos con perfusion con BDM, un inhibidor de 
la actividad actomiosinica (Fig. 24). La reoxigenacion y la 
rapida normalizacion del bajo pH intracelular (inhibidor de la 
gluc6lisis anaerbbica) (165) inducirian el reestablecimiento de la 
produccion de energia quimica. La creciente disponibilidad 
energetica permitiria el aumento de la actividad de las bombas 
ATP-dependientes para la remocion de Ca++ asi como la disminucion 
del estado de rigor. Sin embargo, el ingreso masivo de Ca" (164) 
durante la reperfusion seria cuantitativamente mas importante, 
por lo que la presion de reposo aumentaria hasta alcanzar un pico 
(Fig. 20). Luego del pico, la disminucion de la presion de reposo 
se vincularia a1 cese del influjo extracelular de Ca", a la 
remocion del mismo y a la posibilidad de generar ATP y disminuir 
la contractura. La manifestaci6n calorimetrica de estos procesos 
exotermicos conduciria a un Valmax en la produccion de calor, que 
decaeria conjuntamente con la remocion del cat+ citosolico. Esta 
hipotesis estaria en concordancia con la aparicion del pico en la 
PR previa a la del Valmax en la producci6n de calor. 
El reestablecimiento de la actividad contractil solo se 
produce con posterioridad dl pico de la presibn de reposo y 
cuando la produccibn de calor se estabiliza . Este hecho 
puede inducirnos a una reflexion de caracter general, si se lo 
asocia a la rapida disfuncion contractil durante la isquemia. En 
efecto, podria decirse que, en el mdsculo cardiac0 
energeticamente deficitario, la funci6n especifica prioritaria 
(la contraccion) es lo primer0 que se anula y lo dltimo que se 
reestablece. 
La produccion de calor posterior a1 Valmax ( H e a d  
represent6 valores porcentuales similares (en relacion a 10s 
preisquemicos) a todas las temperaturas estudiadas (Tabla VIII) . 
Como el dafio celular irreversible durante la isquemia y la 
reperfusion aumenta con la temperatura, podriamos suponer que en 
10s experimentos a mayor temperatura una menor cantidad de tejido 
produce niveles equiparables de flujo cal6rico. Mas adn, la 
produccion porcentual de calor a distintas temperaturas es 
similar pese a que la recuperaci6n de la actividad contractil es 
marcadamente diferente (89 % a 25 O C  vs 8 % a 35 OC) . Por lo 
tanto, no existe vinculaci6n entre la producci6n de calor durante 
la reperfusi6n y el dailo previo o la capacidad de recuperation 
mcbica. Este resultado permite establecer que la disociaci6n 
entre la recuperaci6n de la actividad contractil y la producci6n 
de calor es la causa prioritaria de la caida de la economia 
durante la reperfusi6n. Ademas, permite asumir que la 
participacion relativa en el &,,A de 10s componentes de calor 
independientes de la actividad actomiosinica y la generaci6n de 
presi6n es mayor con el increment0 de la temperatura. Por lo 
tanto, la disfunci6n contractil durante la reperfusi6n se asocia 
a altos niveles de calor independiente de tensi6n. Dado que 10s 
I%,,,, son similares a todas las temperaturas estudiadas, la 
recuperacibn del desarrollo & presibn debe ser conjunta con la 
caida del calor de reposo y/o 10s camponentes del calor de 
activacibn. De no ser asi, deberia encontrarse un importante 
aumento en el flujo de calor asociado a la recuperacion de la 
actividad contractil, cosa que no ocurre. Esta observacion 
permite hipotetizar que la recuperacibn de la actividad 
contractil esta supeditada a1 reestablecimiento de condiciones 
previas, como por ejemplo la recuperacibn de la homeostasis 
ibnica. Es decir que el desarrollo de presion solo se produciria 
con posterioridad a1 reestablecimiento de condiciones basicas 
para la homeostasis celular. 

El entendimiento de 10s procesos energeticos vinculados 
a1 metabolismo cardiaco es fundamental en un tejido que, en 
reposo, es responsable de mas del 10% del consumo total de 02. 
Siendo el suministro de nutrientes a todos 10s tejidos 
dependiente de su funcionamiento, conservar su viabilidad es 
de vital importancia. Gran parte de la patologia cardiaca se 
debe a reducciones de su flujo arterial (cuadros isquemicos) 
a1 punto de ser una de las causas de muerte mas frecuentes. La 
reinstauracion del flujo en las zonas isquemicas (reperfusion) 
no necesariamente restablece el funcionamiento miocardico 
normal, y puede generar "per sew daiios tisulares. Por lo 
tanto, el conocimiento de 10s procesos que ocurren durante la 
isquemia y reperfusion cardiacas es de interes tanto te6rico 
como por su aplicacion clinica. 
Dado que la injuria isquemica compromete la produccion de 
energia y viabilidad de 10s miocitos, para la comprension del 
fenomeno es necesario contar con una evaluation energetica 
continua del mcsculo cardiaco. Actualmente hay numerosos 
trabajos que evalcan energkticamente a1 miocardio. Sin 
embargo, las metodologias empleadas presentan, en general, 
limitaciones. Las limitaciones mas comunes se deben a que 10s 
metodos se basan en mediciones discontinuas o son inaplicables 
cuando se suspende la perfusi6n tisular. En relacion a 10s 
enfoques miotermicos, como no todas las metodologias en uso 
pueden aplicarse a tejidos perfundidos sometidos a isquemia, 
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I influencia de la isquemia sobre 10s diferentes componentes 
u identificables del calor activo en una contraction aislada 
(HlIH2,H3 y H4) se estudi6 a 25 OC durante 10s 10 primeros 
I 
minutos de isquemia. 
I La isquemia genera una importante caida de Ht, que 
I porcentualmente no difiere a las distintas temperaturas de 
trabajo utilizadas (90%) . Este decrement0 puede dividirse en 132 
-- 
no existen evaluaciones termodin&micas del miocardio en estas 
condiciones. 
En el presente trabajo de Tesis se evalu6, por primera 
vez en la literatura y de manera simultanea y conjunta, la 
evolution miotermica y mecanica del mfisculo cardiac0 durante 
la isquemia y posterior reperfusion. Los resultados obtenidos 
permiten no solo establecer la sucesion temporal de eventos 
mecanico-energeticos sin0 que ademas sugieren posibles 
mecanismos vinculados a ellos. A la vez, posibilitan evaluar 
el grado de vinculaci6n entre la ocurrencia de estos eventos y 
la recuperacion de la disfuncion contractil durante la 
reperfusion. Es decir, se han logrado indices predictivos de 
la recuperacibn mecanica y/o dado asociado durante la 
reperfusion. Por otro lado, 10s resultados obtenidos permiten 
re-evaluar el grado de participacion de eventos isquemicos 
descriptos en la literatura. El trabajo analiza 
microcalorimetricamente el calor total liberado (Ht) y la 
respuesta mecanica de ventriculos de rata estimulados a 1.5 Hz 
durante 45 min de isquemia y 45 min de reperfusion. La 
incidencia de la temperatura fue analizada a 25, 30 y 35 OC. La 
dos periodos. Un periodo inicial en el que en 8 min se produce 
alrededor del 80% de la caida de Ht y otro periodo tardio en 
el que el musculo mantiene relativamente estable su produccion 
de calor. 
Por su parte, la suspensi6n del flujo disminuyo el 
desarrollo de presi6n generada por el musculo ( P )  . Esta caida 
de la presion se ajusto a una funcibn que es la suma de dos 
exponenciales cuyas constantes de velocidad difieren en 
magnitud aproximadamente 5 veces una de la otra. Este hecho 
permite agrupar 10s mecanismos intervinientes en la caida de 
la presion desarrollada durante la isquemia por sus 
caracteristicas cineticas (componente rapida y componente 
lenta). Se observ6 que la temperatura no afecta a la 
componente rapida mientras que acelera la lenta. Esta 
observacion sugiere que causas diferentes de las metabolicas 
estan implicadas en la rapida caida inicial de la P y, por lo 
tanto, esto esta de acuerdo con teorias tales como la del 
"colapso vascular" para explicar la disfuncion. 
La disminucibn de Ht durante la isquemia es parcialmente 
debida a la caida en la generaci6n de P. Sin embargo, se 
continua luego de la desaparicion de la actividad contractil. 
Dado que la caida de H es mas lenta que la de P, hay una 
alteracibn en la economia para el desarrollo de presi6n (Eco), 
evaluada como Ht/P. 
La evolution de la Eco hasta su anulacion es compleja. 
Luego de una rapida caida inicial el descenso se hace mas 
moderado y se continua hasta la aparici6n de un punto de 133 
inflexion a partir del cual se incrementa su velocidad de 
caida. No se observaron cambios ni en la evoluci6n temporal de 
la Eco ni en la aparicion de su Pinf con la temperatura. Mas 
aun: el analisis de la evolucibn temporal de la Eco y de su P,,f 
no brinda informacion sobre la posibilidad de recuperacion 
mecanica durante la reperfusion cardiaca. Entonces, la caida 
de la economia no se deberia a la aparicion durante la 
isquemia de un mecanismo que necesariamente involucre dafio 
celular sino que estaria asociada fundamentalmente a1 ahorro 
energetico. 
A partir del estudio de las contracciones aisladas es 
posible explicar la evoluci6n observada de la economia, a la 
vez que limitar 10s posibles alcances de algunos eventos 
referidos en la literatura. En efecto, en las condiciones 
experimentales utilizadas, 10s componentes HI (vinculado a1 
"binding" intracelular de ca") y HZ (asociado a la remocion de 
Ca" y homeostasis i6nica) no se modifican. En cambio H4 
(relacionado a una actividad mitocondrial ~ a "  dependiente) se 
anula y H3 (asociado a la actividad actomiosinica) se mantiene 
proporcional a1 desarrollo de P. La invariabilidad de HI y H2 
explica la evolution de la economia. En efecto, a1 reducirse 
10s valores de H3 paulatinamente y mantenerse la suma de H1 y 
HZ constante, esta comienza a ser de una influencia porcentual 
mayor que eleva la velocidad de caida de la economia. Ademas, 
se logr6 disociar la generaci6n de presion (actividad 
contrbctil) del componente de calor vinculado a la actividad 
mitocondrial ca" dependiente. Por otro lado, 10s resultados 
comunmente sugieren que algunas alteraciones isquemicas 
referidas por la literatura (por ejemplo, en 10s niveles 
transitorios de Ca++ citoplasmatico, homeostasis i6nica y 
variacion de la energia libre de hidrolisis del ATP) no tienen 
la magnitud suficiente para alterar HI, H2 y/o la relacion 
H3/P. 
Ya en ausencia de generation de fuerza, en el period0 
tardio de disminucibn de Ht, se produce un incremento en la 
velocidad de caida de la produccion de calor. Este incremento 
da lugar a una inflexion llamada codo. La iniciacion de la 
reperfusion posterior a el impide la recuperacion total del 
desarrollo de P. Ademas, la aparicion del cod0 se adelanta con 
aumento de la temperatura y siempre ocurre con 
posterioridad a1 inicio de la contractura. Cuanto mas tiempo 
transcurra entre la aparicion del cod0 y la reperfusion menor 
sera el grado de recuperacion de la actividad contractil. De 
hecho, el tiempo de isquemia posterior a el se correlaciona en 
forma inversa con la recuperacion de la actividad contractil 
durante la reperfusibn (r = 0.899; p<0.01) . Por lo tanto, el 
cod0 apareceria como un indicador de la discapacidad funcional 
derivada de 10s procesos de isquemia y reperfusion cardiacos. 
Ni el estudiado Pinr  de la economia las variables 
consideradas de importancia en estos procesos (niveles de 
fosfatos de alta energia; concentraciones intracelulares de 
Ca++, H+, Mg++, Na++ y otras) presentan este nivel de 
prediction de las consecuencias funcionales de la isquemia. 
La reperfusibn elevo la PR y la produccion de calor. La 
PR se eleva hasta un valor pico, luego del cual desciende 
moderadamente y tiende a sus valores controles (a 25 O C )  o se 
mantiene elevada (a 35 OC). Por su parte, la produccion de 
calor alcanza un valor mdximo (Val max) y luego cae hasta 
valores relativamente estables ) La aparici6n del Valmax 
parece asociarse con el pic0 de la PR, y puede ser suprimida 
por la inhibition de la actividad actomiosinica. 
Pese a1 distinto grado de necrosis tisular esperado, con 
posterioridad a1 Valmax la producci6n de calor ( fue 
porcentualmente similar a todas las temperaturas estudiadas. 
Sin embargo, la recuperacion de la actividad contractil fue 
marcadamente diferente (89% a 25 O C  vs 8% a 25 O C ) .  Esta 
disociacion (causa prioritaria de la baja recuperacion de la 
economia) indica que no existe relacion entre el nivel de Ht 
alcanzado durante la reperfusion y la posibilidad de 
recuperacion de la actividad contractil . Ademas, permite 
deducir que, durante la reperfusibn, la participacion relativa 
de 10s componentes de calor independientes de la generation de 
presion se incrementa con la temperatura. Por lo tanto, la 
disfunci6n contractil durante la reperfusion se asocia a altos 
niveles de calor independiente de tension. Esto puede pensarse 
como la necesidad de reestablecer condiciones celulares (tales 
como la homeostasis ibnica) previo a1 desarrollo de actividad 
contractil. 
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